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RESUMEN  
 
El alcornoque (Quercus suber L.) es una de las especies arbóreas mediterráneas más 
importantes, que se extiende por el litoral mediterráneo occidental. España posee la mayor 
superficie de alcornocal después de Portugal, encontrándose las mayores extensiones en 
Andalucía, Extremadura y Cataluña. El corcho es el principal producto de esta especie y su 
uso más importante radica en la producción de tapones para la industria del vino. El 
alcornoque, además de valor económico, posee un gran valor social y ecológico en España, 
formando parte de las dehesas, sistemas silvopastorales de gran importancia para el desarrollo 
rural de las zonas donde se encuentra. El alcornoque está considerado como una especie 
recalcitrante tanto en sistemas de conservación de sus semillas como en su capacidad 
morfogénica. Actualmente está seriamente amenazado debido a diversas causas, por lo que es 
necesario desarrollar técnicas de propagación vegetativa eficaces que permitan la 
conservación de los recursos genéticos y la mejora de la especie. 
 
La embriogénesis somática está ampliamente considerada como la mejor modalidad 
de regeneración basada en técnicas de cultivo de tejidos vegetales, que se utiliza en 
biotecnología forestal. Este trabajo se centra en el estudio de determinados aspectos de la 
embriogénesis somática utilizada como vía para la regeneración clonal de alcornoques 
adultos. La memoria de tesis se ha dividido en varios capítulos, que se corresponden con las 
sucesivas fases del proceso: inducción de la embriogénesis somática, multiplicación mediante 
embriogénesis secundaria que da lugar a un proceso recurrente, y conversión de los embriones 
en planta, estudiándose el comportamiento en campo de las plantas regeneradas. Además se 
ha evaluado la aplicación de marcadores de ADN tipo AFLP para la determinación de la 
uniformidad genética de los parentales. 
 
La inducción de la embriogénesis somática se realizó en hojas en expansión, obtenidas 
a partir de brotes epicórmicos de ramas tomadas de alcornoques adultos. El protocolo 
utilizado se basó en la aplicación de los reguladores de crecimiento ácido 1-naftalenacético 
(ANA) y 6-bencilaminopurina (BAP), en una primera fase a concentraciones altas, en una 
segunda fase a concentración reducida, y en una tercera fase en medio sin reguladores. Los 
primeros embriones somáticos aparentemente aparecen directamente sobre el tejido, 
formando enseguida proliferaciones embriogénicas por embriogénesis secundaria, sin pérdida 
de esta capacidad proliferativa con el tiempo, siendo su potencial multiplicativo muy alto. Los 
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cultivos embriogénicos se fraccionaron y transfirieron mensualmente a medio de cultivo 
fresco. A continuación se procedió a la conversión de los embriones somáticos, lo que supuso 
la maduración y la germinación adecuadas de los mismos, y la transferencia a condiciones ex 
vitro de las plantas somáticas para su aclimatación. 
 
Se ha comprobado que la presencia conjunta de ANA y BAP, su concentración y el 
tiempo de exposición determinan la respuesta embriogénica, siendo las más efectivas 50 µM 
de ANA y 10 µM de BAP aplicadas durante 30 días en la primera fase. Además se sugiere la 
existencia de una ventana en el desarrollo de la hoja más sensible a la inducción, pues las 
hojas mayores de 15 mm perdieron la capacidad embriogénica, equivalente a lo establecido 
para la inducción de embriogénesis somática en embrión cigótico de alcornoque. Se ha 
determinado que tanto el genotipo como el momento de recolección y su interacción, influyen 
en la respuesta embriogénica. Se ha constatado que existe control genético sobre la inducción 
de embriogénesis: la heredabilidad en sentido estricto de la capacidad de las hojas para dar 
embriogénesis somática, h2i =0,41, indica cierto grado de control genético aditivo sobre este 
carácter. Sin embargo no se han observado diferencias entre procedencias geográficas en 
relacion a esta capacidad, siendo más importantes las capacidades individuales. 
 
Se ha verificado que es posible la conservación en frío de los cultivos embriogénicos 
durante cuatro meses, lo que permite reducir los gastos de mantenimiento asociados a las 
transferencias frecuentes. El genotipo también influyó en la capacidad proliferativa de los 
cultivos y en la conversión de los embriones somáticos. La germinación de los embriones 
somáticos no se vió afectada por la madurez de los embriones en términos de tamaño y peso 
fresco, pero sí la supervivencia de las plantas generadas a partir de éstos. Se ha establecido 
una parcela de ensayo con plantas somáticas procedentes de alcornoques sobresalientes y de 
sus progenies de medio-hermanos, que permite estudiar su comportamiento y su comparación 
con plantas cigóticas. La supervivencia y los crecimientos iniciales de las plantas de origen 
cigótico fueron superiores a las de origen somático, lo que estaría relacionado con las 
mayores reservas del embrión cigótico. Las plantas somáticas de origen adulto crecieron más 
que las de origen juvenil e igualaron pronto a las de origen cigótico, mostrando el valor 
genético de los árboles sobresalientes transferido a su progenie vegetativa. Con este trabajo se 
confirma la validez del proceso embriogénico para la propagación vegetativa de alcornoques 
adultos, habíéndose obtenido plantas de todos los árboles selectos en los que se ha acometido 
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su clonación, incluido un alcornoque singular de la isla de Menorca en riesgo de extinción, 
como ejemplo de conservación de recursos genéticos. 
Los marcadores AFLP muestran una gran sensibilidad para revelar diferencias, pero 
algunas de ellas cabe achacarlas a inconsistencias de la técnica. Estas inconsistencias, que 
llegaron al 3,8% de polimorfismo, estuvieron relacionadas con el genotipo. Cuando se 
analizaron hojas tomadas de diferentes posiciones dentro de siete árboles, todos estuvieron 
por debajo de este nivel o igualados al mismo, excepto uno que alcanzó el 7,1% de 
polimorfismo. Ello hace necesario determinar el posible nivel de variación preexistente en el 
material a clonar, antes de acometer ensayos de detección precoz de variación somaclonal. 
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SUMMARY 
The cork oak (Quercus suber L.) is one of the most important Mediterranean forest 
tree species. The cork oak spreads over the western and coastal region of the Mediterranean 
area, under an Atlantic influence, occupying the biggest areas in Portugal and Spain. 
Andalusia, Extremadura and Catalonia have the largest cork oak forests in Spain. Cork oak’s 
main product is cork, which can be stripped from the tree without severe damage at regular 
intervals. Hence it is a renewable raw material for the production of stoppers in wine industry, 
the main use at present. This production determines the management of the cork oak stands. 
Besides its economic value, the cork oak tree has also an important social and ecological 
value to Spain, being part of “dehesas”, which are forest and grazing land systems of great 
importance for rural development. Nowadays, cork oak stands are endangered because of 
several causes like forest fire, excessive grazing, replacement by crops, low natural 
regeneration, losses by cork oak decay (“seca”) and commercial competition with cork 
substitutes. The cork oak tree is a recalcitrant species for seed conservation and morphogenic 
ability. Therefore, developing vegetative propagation technologies for conservation of genetic 
resources and improvement of the species are of paramount importance. 
 
 Somatic embryogenesis is considered the best tissue culture-based way of plant 
regeneration in forest biotechnology. The present work studies some aspects of somatic 
embryogenesis for clonal regeneration of mature cork oak trees. This thesis is divided in 
several chapters, related to the consecutive phases of the process: induction of somatic 
embryogenesis, multiplication by recurrent embryogenesis and somatic embryo conversion. 
The application of AFLP markers to test the donor trees for genetic uniformity has also been 
studied. 
 
 Expanding leaves were used as initial explants to induce somatic embryogenesis. They 
were excised from epicormic shoots, which were forced to flush from pieces of branches 
taken from the crown of mature cork oak trees. The induction of somatic embryogenesis was 
achieved on media supplemented with 1-naphthaleneacetic acid and 6-benzylaminopurine, 
first at high concentration and then on a secondary medium at lower concentration. Most 
somatic embryos were obtained in a third phase, on the same medium lacking plant growth 
regulators. Embryos seemed to arise directly on the tissue surface. Embryogenic masses were 
formed by secondary embryogenesis, starting a very productive recurrent process, without 
decline in their multiplication ability for years. The presence, concentration and exposure time 
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to plant growth regulators influenced the embryogenic response. The best response was 
achieved with 50 µM NAA plus 10 µM BAP in the primary induction medium, and 30 days 
culture on this medium. Only expanding leaves that were less than 15 mm length gave 
somatic embryos. Therefore, the existence of a developmental window that could be more 
prone to induction, similar to the described for the induction in immature cork oak zygotic 
embryos, is suggested. The frequency of induction of somatic embryogenesis was also 
influenced by genotype, harvest time and their interaction. The genetic control on the 
induction process was confirmed: the narrow sense heritability of the ability of cork oak 
leaves to give somatic embryogenesis was h2i =0,41, indicating some degree of additive 
genetic control on this trait. However no significant effect of geographical provenances was 
found, the individual effect being more remarkable.   
 
Cork oak embryogenic cultures could be stored at low temperature for four months 
without loss of their proliferative ability, which permitted to reduce the maintenance costs by 
increasing subculture periods. Genotype influenced the multiplication of embryogenic lines as 
well as the conversion of somatic embryos into plants. The degree of maturation of somatic 
embryos, in terms of size and fresh weight, did not influence their frequency of germination, 
although affected the survival of the somatic seedlings that they gave rise. A field trial with 
somatic seedlings from somatic embryos induced from selected cork oak trees and from their 
half-sib progenies, conjointly with plants from acorns of the same families, was established. 
Survival and initial growth were better for acorn-derived plants than for somatic seedlings, 
reflecting the initial advantage of the former due to their higher reserves in cotyledons. The 
somatic seedlings from adult trees grew better than the somatic seedlings from the half-sib 
progenies, and they reached the same vigour than zygotic-derived plants very soon, showing 
the better genetic potential of this vegetative progeny of the selected trees. The efficiency of 
the defined protocol to clone mature cork oak trees, was confirmed producing plants from all 
the selected trees, and even from a singular, endangered tree from the Minorca Island, as an 
example of the application of this technique for the conservation of genetic resources. 
 
 AFLP markers are very sensitive to detect changes in the DNA, but caution should be 
taken because the technique may give some inconsistencies. Up to 3.8% polymorphisms were 
considered inconsistencies, and they were related to genotype. When analysing possible intra-
individual variability, most of the genotypes showed percentages of polymorphism lower or 
equal than the considered “error” of the technique. However, up to 7.1% polymorphism was 
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found in one tree among positions. Therefore, pre-existent variability within the donor plants 
cannot be discarded when performing early testing of somaclonal variation. 
 
 
Índice de Tablas 
 x
ÍNDICE DE TABLAS Pg. 
 
Tabla 1 Efecto del genotipo y del momento de de recolección de las ramas sobre el número 
de brotes epicórmicos emitidos por estaca .............................................................. 49 
Tabla 2 Influencia del origen del material vegetal y de la permanencia del brote  en la estaca 
(temprana vs tardía) sobre la proporción de hojas contaminadas a corto plazo y a 
largo plazo ............................................................................................................... 52 
Tabla 3 Influencia del origen y el genotipo de los árboles sobre la proporción de hojas sin 
contaminar que formaron embriones somáticos después de 45 días en el medio de 
manifestación........................................................................................................... 54 
Tabla 4 Efecto del tiempo en cultivo durante la fase primaria de inducción sobre la 
proporción de hojas de alcornoque que forman embriones somáticos después de 45 
días en el medio de manifestación ........................................................................... 57 
Tabla 5 Efecto de la presencia o ausencia de BAP y ANA en la fase primaria de inducción 
sobre la proporción de hojas que forman embriones somáticos después de 45 días 
en el medio de manifestación................................................................................... 58  
Tabla 6 Efecto de la combinación de BAP y ANA en la fase primaria de inducción sobre la 
proporción de hojas que forman embriones somáticos después de 45 días en el 
medio de manifestación ........................................................................................... 59 
Tabla 7 Influencia del tamaño de las hojas en expansión puestas en cultivo sobre la 
proporción de hojas que forman embriones somáticos después de 45 días en el 
medio de manifestación ........................................................................................... 60 
Tabla 8 Influencia de la aplicación de la fase de preacondicionamiento sobre la proporción 
de hojas de diferentes genotipos de alcornoque que forman embriones somáticos, 
después de 45 días en el medio de manifestación.................................................... 62  
Tabla 9 Influencia del genotipo y momento de recolección sobre la proporción de hojas de 
alcornoques sobresalientes de “La Almoraima” (Cádiz) que forman embriones 
somáticos después de 45 días en el medio de manifestación................................... 65 
Índice de Tablas 
 xi
Tabla 10 Influencia del genotipo sobre la proporción de hojas de alcornoques sobresalientes 
de Cáceres que forman embriones somáticos después de 45 días en el medio de 
manifestación........................................................................................................... 67 
Tabla 11 Influencia de la procedencia sobre la proporción de hojas de alcornoques que 
forman embriones somáticos después de 45 días en el medio de   manifestación .. 70 
Tabla 12 Influencia de la familia y el origen de la hoja sobre la proporción de hojas de 
plantas jóvenes de alcornoque que forman embriones somáticos después de 45 días 
en el medio de manifestación................................................................................... 74  
Tabla 13 Efecto de la rama de origen del alcornoque de Alfavaret sobre la proporción de 
estacas que emiten brotes epicórmicos, y sobre la proporción de hojas que forman 
embriogénesis.  Proporción de embriones de cada línea embriogénica  que 
germinan .................................................................................................................. 78 
Tabla 14 Influencia del nivel de irradiancia y del genotipo sobre el incremento de peso fresco 
relativo de los acúmulos de embriones y sobre la cantidad de embriones somáticos 
normales escindibles ................................................................................................ 87 
Tabla 15 Influencia del tiempo de almacenamiento en frío y del genotipo, sobre la tasa de 
proliferación de masas embriogénicas y la tasa de embriones somáticos   
escindibles................................................................................................................ 93 
Tabla 16 Efecto de varias condiciones de maduración sobre la proporción de embriones 
somáticos de alcornoque con germinación completa (raíz y tallo)........................ 107 
Tabla 17 Efecto de la presencia de sacarosa y sorbitol en el medio de maduración, sobre la 
proporción de embriones somáticos de dos genotipos de alcornoque que generan 
embriogénesis secundaria. Datos recogidos después de 4 semanas en cultivo 
(primer periodo de maduración) ............................................................................ 110 
Tabla 18 Efecto de la presencia de sacarosa y sorbitol en el medio de maduración, sobre la 
proporción de embriones somáticos de dos genotipos de alcornoque que generan 
embriogénesis secundaria. Datos recogidos después de 8 semanas en cultivo 
(segundo ciclo de maduración) .............................................................................. 111 
Índice de Tablas 
 xii
Tabla 19 Efecto de la presencia de sacarosa y sorbitol en el medio de maduración, sobre la 
proporción de embriones somáticos de dos genotipos de alcornoque que generan 
embriogénesis secundaria. Datos recogidos después 12 semanas en cultivo (tercer 
ciclo de cultivo) ..................................................................................................... 113 
Tabla 20 Efecto del genotipo en la aclimatación de plantas de alcornoque procedentes de 
embriones somáticos.............................................................................................. 115 
Tabla 21 Efecto del genotipo en la aclimatación de plantas de alcornoque procedentes de 
embriones somáticos.............................................................................................. 117 
Tabla 22 Código numérico asignado a los tratamientos de cada unidad experimental en la 
plantación............................................................................................................... 120 
Tabla 23 Porcentajes de supervivencia de las plantas somáticas originadas a partir de hojas 
de árbol adulto y de hojas de la progenie de semifratrias, después de seis y doce 
meses de su establecimiento en la parcela de ensayo ............................................ 123 
Tabla 24 Influencia del componente genético y del tipo de progenie sobre el diámetro medio 
en la base y altura media de las plantas de alcornoque, después de un año de su 
establecimiento en una parcela de ensayo ............................................................. 124 
Tabla 25 Resumen de los resultados del análisis de la varianza para los factores principales 
considerados en el diseño de la plantación de alcornoques procedentes de 
embriones somáticos inducidos en hojas de árboles adultos y en hojas de su 
progenie de polinización abierta, así como los procedentes de bellotas de dichos 
árboles.................................................................................................................... 126 
Tabla 26 Número de fragmentos AFLP totales, polimórficos y su porcentaje con respecto al 
total, en cada genotipo, generados a partir de una única extracción de ADN y dos 
obtenciones independientes de los marcadores (repeticiones) .............................. 137 
Tabla 27 Número de fragmentos AFLP generados por los tres pares de cebadores en cada 
uno de los genotipos estudiados ............................................................................ 138 
Tabla 28 Número de marcadores AFLP totales, polimórficos y su porcentaje con respecto al 
total, obtenidos entre todas las muestras de siete árboles ...................................... 139 
Índice de Tablas 
 xiii
Tabla 29 Número de  marcadores AFLP totales, polimórficos y su porcentaje con respecto al 
total,  obtenidos  entre siete árboles,  comparando los perfiles-tipo  de cada  
genotipo ................................................................................................................. 140 
Tabla 30 Número de marcadores AFLP totales, polimórficos y su porcentaje con respecto al 
total, obtenidos entre siete árboles, al comparar dos a dos los perfiles-tipo de cada 
genotipo ................................................................................................................. 140 
Tabla 31 Número de fragmentos AFLP totales, polimórficos y su porcentaje con respecto al 
total, obtenidos a nivel global de cada árbol (comparando conjuntamente todas las 
muestras analizadas de cada genotipo) .................................................................. 142 
Tabla 32 Número de fragmentos AFLP totales, polimórficos y su porcentaje con respecto al 
total, obtenidos en cada genotipo, en función del grado de desarrollo de las hojas y 
de su posición en el árbol....................................................................................... 144 
 
Índice de Figuras 
 xiv
ÍNDICE DE FIGURAS Pg. 
Figura 1 Floración y fructificación en alcornoque................................................................. 4 
Figura 2 Distribución del alcornocal ..................................................................................... 5 
Figura 3 Alcornoques descorchados ...................................................................................... 7 
Figura 4 Aspectos que se han abordado en las sucesivas fases del proceso de embriogénesis 
somática, que corresponden con los apartados en los que se ha dividido la 
Memoria de tesis ................................................................................................... 41 
Figura 5 Recogida con pértiga de ramas de alcornoque ...................................................... 45 
Figura 6 Forzado de emisión de brotes epicórmicos de estacas de alcornoque en 
condiciones de alta humedad y 25±5ºC................................................................. 45 
Figura 7 Hojas en expansión de brotes epicórmicos en estacas de alcornoque................... 46 
Figura 8 Hojas en expansión puestas en cultivo .................................................................. 47 
Figura 9 Influencia del genotipo y momento de recolección en el número de brotes 
epicórmicos emitidos por estaca............................................................................ 50 
Figura 10 Embriogénesis somática inducida en hojas de alcornoques adultos ..................... 55 
Figura 11 Árboles sobresalientes (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80) de la 
finca “La Almoraima” (Cádiz) .............................................................................. 64 
Figura 12 Esquema de las localizaciones de las procedencias seleccionadas para el estudio. 
Parcela de ensayo en la finca “La Almoraima” (Cádiz)........................................ 69 
Figura 13 Plantas jóvenes de alcornoque............................................................................... 72 
Figura 14 Embriogénenesis somática en hoja de planta joven .............................................. 74 
Figura 15 Alcornoque de Alfavaret (Menorca) ..................................................................... 77 
Figura 16 Plantas de embrión somático inducido en hoja de alcornoque de Alfavaret......... 79 
Índice de Figuras 
 xv
Figura 17 Embriogénesis recurrente a partir de los primeros embriones somáticos formados 
en hoja ................................................................................................................... 83 
Figura 18 Embriones somáticos en proliferación .................................................................. 84 
Figura 19 Acúmulos de embriones somáticos seleccionados para el ensayo ........................ 86 
Figura 20 Incremento medio de peso fresco relativo de las masas embriogénicas de los 
genotipos Alm3, Alm4, Alm6 y Alm80 durante tres subcultivos mensuales, y 
embriones somáticos fácilmente escindibles al final del tercer subcultivo, por 
gramo de material inicial, en condiciones de proliferación bajo dos niveles de 
irradiancia.............................................................................................................. 89 
Figura 21 Incremento relativo de peso fresco de las masas embriogénicas de los genotipos 
Alm4, Alm6 y Alm80 durante su almacenamiento en frío, al término de 2, 3 y 4 
meses de almacenamiento ..................................................................................... 91 
Figura 22 Incremento de peso fresco relativo de las masas embriogénicas de los genotipos 
Alm4, Alm6 y Alm80, al término del primer subcultivo mensual en condiciones 
de proliferación, tras tres periodos de almacenamiento en frío............................. 92 
Figura 23 Incremento de peso fresco relativo de las masas embriogénicas de los genotipos 
Alm4, Alm6 y Alm80, al término del segundo subcultivo mensual en condiciones 
de proliferación, tras tres periodos de almacenamiento en frío............................. 94 
Figura 24 Incremento de peso fresco relativo de las masas embriogénicas de los genotipos 
Alm4, Alm6 y Alm80, al término del tercer subcultivo mensual en condiciones de 
proliferación, tras tres periodos de almacenamiento en frío ................................. 94 
Figura 25 Incremento relativo total de peso fresco de las masas embriogénicas de los 
genotipos Alm4, Alm6 y Alm80, durante un periodo de cultivo de tres meses con 
repicados mensuales en condiciones de proliferación, tras tres periodos de 
almacenamiento en frío ......................................................................................... 95 
Figura 26 Tasa de embriones somáticos normales escindibles obtenidos de cada masa 
embriogénica (referido a 1 g de peso fresco inicial) de los genotipos Alm4, Alm6 
Índice de Figuras 
 xvi
y Alm80, obtenida al final de los tres subcultivos en condiciones de proliferación, 
tras tres periodos de almacenamiento en frío ........................................................ 96 
Figura 27 Esquema del protocolo de obtención de plantas somáticas a partir de las líneas 
embriogénicas en proliferación ........................................................................... 102 
Figura 28 Frecuencia de germinación de embriones somáticos maduros de Alm3, Alm4, 
Alm5, Alm6 y Alm80.......................................................................................... 103 
Figura 29 Frecuencia de germinación de embriones somáticos de Alm1, Alm3, Alm4, Alm5 
y Alm6................................................................................................................. 105 
Figura 30 Plantas somáticas aclimatadas............................................................................. 115 
Figura 31 Plantas somáticas aclimatadas a los 2 y 4 meses, en condiciones de invernadero, y 
previo a su transplante en parcela de ensayo....................................................... 117 
Figura 32 Distribución por filas y columnas de los tratamientos en cada una de los cinco 
bloques en la plantación, esquema de distribución de las plantas dentro de la 
repetición 1 y parcela de ensayo en Otoño de 2004 ............................................ 121 
Figura 33 Plántulas somáticas establecidas en la parcela de ensayo (Otoño 2003) ............ 122 
Figura 34 Efecto del tipo de progenie  para el crecimiento acumulado de las plantas durante 
el periodo 2005+2006.......................................................................................... 127 
Figura 35 Efecto del tipo de progenie  para el crecimiento de las plantas durante los periodos 
2005 y 2006 ......................................................................................................... 128 
Figura 36 Parcela de ensayo en junio de 2004, noviembre de 2004, febrero de 2006 y febrero 
de 2007 ................................................................................................................ 129 
Figura 37 Dendrograma UPGMA y matriz de similitud [basados en el índice de similitud de 
Dice (1945)] mostrando los valores de similitud entre los perfiles-tipo de 
marcadores AFLP de siete alcornoques seleccionados ....................................... 141 
Figura 38 Ejemplo de ausencia de polimorfismos. Perfiles de AFLPs correspondientes a las 
combinaciones de cebadores MseI-CAC/EcoRI-ACA, MseI-CAC/EcoRI-AAG y 
Índice de Figuras 
 xvii
MseI-CAC/EcoRI-ACC, generados en un secuenciador ABI Prism™ 310 Genetic 
Analizer (Applied Biosystems), de distintas hojas analizadas del árbol Alm5... 145 
Figura 39 Ejemplo de presencia de polimorfismos entre muestras de hojas de distintas 
posiciones. Perfiles de AFLPs correspondientes a las combinaciones de cebadores 
MseI-CAC/EcoRI-ACA, MseI-CAC/EcoRI-AAG y MseI-CAC/EcoRI-ACC, 
generados en un secuenciador ABI Prism™ 310 Genetic Analizer (Applied 
Biosystems), de distintas hojas analizadas del árbol Alm80............................... 146 
Figura 40 Dendrograma UPGMA, basado en el índice de similitud de Dice (1945), 
mostrando los valores de similitud entre las muestras analizadas de los siete 
alcornoques, utilizando marcadores AFLP ......................................................... 147 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Índice de Anexos 
 xviii
ÍNDICE DE ANEXOS Pg. 
Anexo 1 Composición de los medios y condiciones ambientales de los cultivos utilizados.185  
Anexo 2 Perfiles-tipo de marcadores AFLP de los siete alcornoques seleccionados en la 
finca “La Almoraima” ........................................................................................... 186 
Anexo 3 Número de marcadores AFLP totales, polimórficos y su porcentaje con respecto al 
total, obtenidos por pareja de cebadores, entre siete árboles, comparando dos a dos 
los perfiles tipo de cada genotipo .......................................................................... 190 
Anexo 4 Número de fragmentos AFLP totales, polimórficos y su porcentaje con respecto al 
total, obtenidos en cada genotipo, en función del grado de desarrollo de las hojas, 
por cada par de cebadores...................................................................................... 192 
Anexo 5 Número de fragmentos AFLP totales, polimórficos y su porcentaje con respecto al 
total, obtenidos en cada genotipo, en función de su posición en el árbol, por cada 
par de cebadores..................................................................................................... 194 
Anexo 6 Artículos en los que se ha publicado parte de los ensayos descritos en este trabajo196 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 INTRODUCCIÓN 

1. Introducción 
- 3 - 
1 INTRODUCCIÓN 
 
1.1 EL ALCORNOQUE 
 
El alcornoque, Quercus suber L. pertenece a la familia de las Fagáceas. Se trata de un 
árbol de tamaño medio, pudiendo alcanzar 20 ó 25 m de altura, y de copa amplia. Las hojas 
son persistentes (de 1 a 3 años) de forma ovalada, con borde algo dentado o espinoso y duras. 
 
El desarrollo y crecimiento de los alcornoques es muy variado, dependiendo de las 
características de las zonas donde vegeta. Alcanza su madurez sexual a partir de los 15 ó 20 
años de edad. Es una planta monoica, con flores masculinas que aparecen en amentos en el 
extremo de las ramas jóvenes, y femeninas, que aparecen solitarias o en pequeños grupos. La 
floración se produce principalmente de abril a junio. El fruto es una bellota castaño rojiza de 
tamaño variable (Figura 1). Las bellotas no maduran al mismo tiempo, sino de forma 
escalonada. La mayoría se producen en octubre o noviembre, pero pueden aparecer de 
septiembre a febrero. Según esto reciben distintas denominaciones: brevales, primerizas o 
migueleñas son las bellotas que maduran entre septiembre y octubre; segunderas, medianas o 
martinencas las que maduran entre octubre y noviembre; palometas o tardías son las que lo 
hacen de diciembre a febrero. La producción de bellota varía mucho de un árbol a otro, y 
también de un año a otro, debido a que es una especie vecera, por lo que las grandes cosechas 
se dan en un mismo árbol cada varios años (Instituto CMC, 2006). Se han encontrado 
diferencias significativas y relación positiva entre la latitud y el porcentaje de árboles con 
bellotas bienales dentro de poblaciones del norte y centro de la Península Ibérica, lo que está 
de acuerdo con la idea de que la duración del periodo vegetativo juega un papel crucial en la 
frecuencia del patrón de maduración anual o bienal de las bellotas en esta especie. Las 
bellotas que maduran en el año formarían las producciones intermedias y tardías, mientras que 
las bienales corresponderían a las producciones tempranas (Díaz-Fernández et al, 2004).  
 
 Debido al largo y variable periodo de floración que posee esta especie y a la presencia 
simultánea de bellotas anuales y bienales, el desarrollo de las semillas presenta gran 
asincronía, por lo que no es posible establecer una relación entre la fecha de recolección y el 
estado de desarrollo de los embriones cigóticos. La variabilidad en la fenología del desarrollo 
del fruto se debe a las diferencias en el momento de fertilización. El peso de la bellota se ha 
mostrado como un parámetro cuantitativo adecuado para predecir el grado de desarrollo del 
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embrión cigótico en esta especie, encontrándose una correlación significativa, tanto en las 
fases iniciales del mismo, como en las más avanzadas (López-Vela et al, 2005). 
 
 
Figura 1 Floración y fructificación en alcornoque. A: Amentos; B: Flores femeninas y bellotas bienales; C: 
Bellota y embrión cigótico en maduración; D: Bellotas maduras. 
 
El alcornoque, como especie mediterránea, se desarrolla en climas con veranos secos y 
cálidos e inviernos suaves y lluviosos. Soporta bien la sequía estival siempre que se compense 
con precipitaciones más abundantes el resto del año. Al afectarle las heladas no se distribuye 
en climas muy fríos o en alta montaña. El alcornoque vive casi siempre en suelos pobres en 
calcio, de tipo silíceo. Requiere buena aireación para sus raíces, por lo que crece en suelos 
arenosos, con pocas arcillas y sin encharcamientos (Instituto CMC, 2006). 
 
Esta especie es de indudable origen mediterráneo, aunque existen dudas de cual fue su 
centro difusor, ya que hay autores que sitúan el mismo en el norte de África, mientras que 
otros defienden como origen la región atlántica de la Península Ibérica. Incluso se dice que su 
difusión tuvo lugar a partir del área hoy cubierta por el Mar Tirreno. Todavía hay dudas 
acerca de cómo se extendió el alcornoque, particularmente de cómo sobrevivió al periodo de 
glaciaciones, que fue la causa de la desaparición de gran parte de la flora mediterránea del 
A B
C D López-Vela et al 
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Terciario. Se cree que debido al alto grado de polimorfismo que poseían, han ido 
evolucionando hasta los biotipos actuales (Anónimo, 2000). 
 
El alcornoque se extiende por el litoral mediterráneo occidental, de influencia 
atlántica. Según datos de 1999 del Instituto del corcho, la madera y el carbón vegetal 
(IPROCOR), existen en el mundo algo más de 2,5 millones de hectáreas, siendo Portugal 
(859.000 has) y España (725.000 has) las que tienen las mayores superficies, seguidas de 
Argelia, Marruecos, Italia, Túnez y Francia (Figura 2). 
 
 
Figura 2 Distribución del alcornocal. 
 
En España aparece en todo el suroeste, con otra zona importante en las provincias de 
Gerona y Barcelona. Las comunidades autónomas con mayor superficie son Andalucía, 
Extremadura y Cataluña, seguidas de más lejos de Castilla-La Mancha, Castilla-León, 
Valencia, Cantabria, Galicia, Asturias, Euskadi y Murcia. Su distribución en hectáreas es: 
Andalucía 350.000 has, Extremadura 250.000 has, Cataluña 75.000 has y otras zonas 50.000 
has (datos de 1999) (Instituto CMC, 2006). 
 
 Se han definido nueve regiones de procedencia y once procedencias de área 
restringida, utilizando los criterios de diferenciación geográfica y variación ecológica (Díaz-
Fernández et al, 1995). El empleo de distintos tipos de marcadores moleculares, ha permitido 
identificar grupos con estructuras genéticas diferentes en la Península Ibérica y reconstruir la 
historia evolutiva de las poblaciones. Estudios con marcadores moleculares coinciden en 
establecer diferencias entre poblaciones del suroeste y centro de la península, y poblaciones 
marginales (del este peninsular). Algunas de las poblaciones marginales poseen más variación 
Fuente: FAO 
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que las de las otras zonas, por lo que resultaría interesante tenerlas en cuenta en programas de 
conservación y mejora (Jiménez et al, 1999; Lopes y Parker, 2000; Jiménez et al, 2004). 
 
Aprovechamiento de los alcornocales 
 
La característica más distintiva del alcornoque es que posee un meristemo secundario, 
el felógeno, que produce corcho en el tronco y las ramas. Esta corteza está compuesta de 
células muertas con cavidades de aire, cuyas paredes contienen grandes cantidades de 
suberina, lo que confiere al corcho propiedades aislantes al aire y al agua. Esta corteza 
suberosa tiene la misión natural de proteger al árbol frente a los frecuentes incendios que se 
producen en los bosques mediterráneos. El árbol continuamente genera corcho, que puede 
extraerse sin provocar daños severos a intervalos regulares. El felógeno, usualmente se activa 
en abril y puede permanecer activo hasta finales de octubre. La primera recogida de corcho se 
realiza cuando el alcornoque tiene alrededor de 30-40 años. El primer corcho es muy grueso e 
irregular y se denomina bornizo. Es de color grisáceo y puede llegar a alcanzar más de 25 cm 
de grosor. Una vez desbornizado el árbol, se produce a cada saca sucesiva un corcho cada vez 
más uniforme, mejor y más valioso. El corcho comercial se extrae cuando la corteza alcanza 
al menos 25 mm de grosor, lo que normalmente se realiza cada 8-14 años, dependiendo de la 
zona. Sólo se extrae durante la época en la que el árbol está en savia, normalmente de junio a 
agosto, cuando las planchas se retiran más fácilmente (Caritat et al, 2000). En los árboles que 
son descorchados queda a la vista la corteza interior, llamada capa madre o casca, que es de 
color amarillento y enseguida pasa a rojo oscuro y negruzco (Instituto CMC, 2006) (Figura 3). 
Se ha comprobado que la anchura del corcho muestra una correlación positiva con las 
precipitaciones acontecidas, especialmente en otoño e invierno, así como que la sequía y/o la 
temperatura pueden limitar el crecimiento del corcho durante la temporada seca (Caritat et al, 
2000). 
 
El corcho es el principal producto del alcornoque. La media de producción de un 
alcornoque adulto con un desarrollo normal se estima entre 40 y 60 kilos por saca. La calidad 
del corcho recogido comienza a declinar después de los 150 años de edad del árbol, edad 
límite de crecimiento de los árboles utilizados para fines comerciales, aunque en algunos 
casos siguen creciendo hasta los 250-350 años (Anónimo, 2000). 
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Figura 3 Alcornoques descorchados. 
 
 Las extraordinarias características y propiedades del corcho explican el interés del 
hombre por este producto. Actualmente, la producción de corcho condiciona el modelo de 
gestión de los alcornocales, pero no siempre ha sido el aprovechamiento principal. Existen 
evidencias del uso del corcho de manera puntual en el Mundo Antiguo, para revestimientos en 
viviendas, colmenas, taponado de vasijas y calzado. Aún siendo el corcho un producto útil, las 
encinas cubrían mejor las necesidades de leña, carbón y alimento para el ganado, lo que 
condujo a la fragmentación y reducción del área ocupada por el alcornocal. En los siglos XV-
XVIII el corcho tuvo cierta actividad comercial, pero su revalorización no se produjo hasta el 
siglo XIX con el auge de la industria taponera. Sin embargo, por efecto de las 
desamortizaciones del siglo XIX y el paso de montes públicos a manos privadas se originó 
una reducción generalizada de la superficie del alcornocal, mediante talas, roturaciones, 
carboneo y sobreexplotación de leña. El interés por recuperar este recurso natural, de gran 
valor ecológico, económico y social se produjo en el siglo XX, en el que se hicieron 
numerosas repoblaciones que han incrementado la superficie de alcornocal (López de Heredia 
y Gil, 2006). 
 
Las principales propiedades que posee son: ligereza y flotabilidad, debido a que 
contiene un 90% de aire encerrado en células impermeables; elasticidad, compresibilidad e 
impermeabilidad, debido a la presencia de suberina y la gran flexibilidad de las membranas 
celulares; además destaca por su utilidad para el aislamiento acústico, térmico y vibratorio, 
debido principalmente al aire que contiene. El corcho también destaca por ser inodoro, 
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compacto, resistente y por no pudrirse o cambiar con el tiempo. Todo esto hace que sea una 
materia prima ideal e insustituible en la producción de tapones para la industria del vino,  su 
principal y más importante uso en la actualidad (Anónimo, 2000). También actualmente tiene 
otros muchos usos en la artesanía y en la industria: colmenas, aislantes, parquets y otros 
elementos de construcción, juntas de automóviles, calzado, etc. (Pérez-Marqués y Pérez-
González, 1996). Una aplicación novedosa del corcho incluye el uso de subproductos 
generados durante el procesamiento de las planchas de corcho, que, según describen Moiteiro 
et al (2001), actuarían como inhibidores de la proliferación de linfocitos humanos y del 
crecimiento de líneas celulares cancerígenas. 
 
España es el segundo productor de corcho después de Portugal. La mayor producción 
se da en Andalucía (42.482 Tm), seguida de Extremadura (17.375 Tm), Cataluña (3.955 Tm), 
Castilla-La Mancha (2.691), Castilla-León (789 Tm) y C. Valenciana (135 Tm) (MAPA, 
2004). 
 
El interés del alcornoque no radica exclusivamente en su interés por la producción de 
corcho. Los alcornocales son un tipo de bosque de los que se extrae gran cantidad de otros 
productos valiosos como son las bellotas, muy apreciadas para la alimentación de los cerdos 
ibéricos, y que lleva aparejado una industria de productos alimentarios de alta calidad, o las 
setas y diversas plantas silvestres apreciadas como alimentos y condimentos, la casca, rica en 
taninos, que ha sido utilizada como astringente y para curtir pieles. También su madera se 
utiliza para fabricar herramientas y como leña y carbón excelentes, etc. (WWF/Adena, 2006). 
 
Además de su valor económico, el alcornocal también posee un gran valor social y 
ecológico. En España, forman parte de los bosques abiertos llamados dehesas, que son 
gestionados como sistemas silvopastorales de gran importancia para el desarrollo rural de la 
zona. En la actualidad los alcornocales están seriamente amenazados debido a diversas 
causas: incendios forestales, abusos del pastoreo, su sustitución por cultivos agrícolas, 
dificultades para su regeneración natural, constante pérdida de masa forestal debida al 
decaimiento o “seca” del alcornoque y la competencia comercial de sustitutivos del corcho 
(Montero et al, 1998; Varela, 1999; IFAPA, 2006). 
 
En la Península Ibérica, el 90% de los alcornocales están en manos privadas. En 
España, según el segundo Inventario Forestal Nacional, de 1.986 a 1.996 el alcornoque 
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ocupaba alrededor de 104.000 Ha, de las cuales, cerca de 94.000 Ha pertenecían a 
particulares, lo que dificulta el desarrollo de planes y estrategias de mejora o de conservación, 
quedando a la voluntad del propietario la evolución del monte (López de Heredia y Gil, 
2006). 
 
Aunque la demanda de corcho taponable ha seguido creciendo, la producción de 
corcho ha disminuido notablemente en los últimos decenios en nuestro país, por lo que la 
oferta sólo podría satisfacerse a corto y medio plazo mediante el empleo de corcho de inferior 
calidad. Por todo lo expuesto, sería necesario acometer una reforestación con esta especie de 
una manera eficaz y sostenible, lo cual requeriría estudios basados en el conocimiento de sus 
características genéticas y el desarrollo de planes de mejora genética. 
 
El alcornoque se considera una especie recalcitrante tanto en sistemas de conservación 
de sus semillas, como en su capacidad morfogénica; por ello, es necesario desarrollar técnicas 
de propagación vegetativa eficaces que permitan la conservación y mejora de los recursos 
genéticos de la especie. 
 
 
1.2   LA EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA COMO BIOTECNOLOGÍA DE 
APLICACIÓN PARA LA REGENERACIÓN DE PLANTAS 
   
 Hasta hace relativamente poco tiempo, para la multiplicación a gran escala de plantas 
forestales solía utilizarse la propagación sexual, lo que se llevaba a cabo mediante la 
recolección de semillas de  progenitores previamente seleccionados, el establecimiento de 
ensayos de progenie y la instalación de huertos semilleros. Existían excepciones con 
determinadas especies en las que se utilizaban de manera habitual programas de propagación 
vegetativa, como en Salix, Populus, Cryptomeria y Eucalyptus (Bonga y Park, 2003). Sin 
embargo, la propagación a gran escala de las especies forestales por vía sexual presenta una 
serie de problemas, como la segregación o los relacionados con los procesos de floración y 
fructificación, como la vecería, lo que provoca que el rendimiento no sea óptimo. Los 
programas de mejora genética de especies forestales basados en sistemas de regeneración vía 
sexual requieren mucho tiempo, ya que poseen ciclos biológicos muy largos. 
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Con la propagación asexual o vegetativa se genera, a partir de una planta donante 
(“ortet”), un individuo genéticamente idéntico al progenitor (“ramet”). Este sistema de 
propagación nos permite fijar en un solo paso todo el potencial genético de los individuos 
propagados, capturando tanto la varianza genética aditiva como la no aditiva, lográndose así 
una mayor ganancia genética. Este sistema de regeneración es especialmente apreciable 
cuando se trata de aplicar programas de mejora en especies forestales, ya que se reducen 
considerablemente los tiempos para obtener resultados. Por otra parte, con la propagación 
vegetativa se consigue una gran uniformidad de la masa vegetal, lo que es especialmente 
importante en silvicultura, ya que permite simplificar la futura gestión de las plantas. Además, 
puede favorecer otros aspectos implicados en la consecución de las acciones de mejora, como 
aceleración de la madurez de las plantas, adelanto de la floración, evita problemas ligados a la 
producción de semillas, etc. (Park et al, 1998; Park, 2002). 
 
La propagación vegetativa es muy útil en tres ámbitos básicos: conservación, 
información y producción. Por un lado se utiliza para la conservación de genotipos en bancos 
clonales, arboretos y en crioconservación, lo que permite que estén disponibles en un futuro y 
se puedan realizar evaluaciones genéticas de los materiales de partida para determinar su 
interés. Además, permite trasladar y mantener las plantas en áreas controladas para poder 
realizar estudios y planes de mejora acelerados. En cuanto a la información, la propagación 
asexual permite evaluar genéticamente las plantas de interés y estudiar efectos del genotipo, 
ambiente, interacciones entre ellos, cambios producidos en el cambio de fase de juvenil a 
adulto, estudios de variabilidad, etc. En relación a la producción, existen una serie de 
aplicaciones operativas, como el establecimiento de huertos semilleros para la producción de 
semilla selecta, amplificación de dicha producción, plantaciones con propágulos vegetativos, 
etc. 
 
La forestación clonal, referida a la utilización de propágulos clonales en la gestión 
forestal, se ha practicado principalmente en angiospermas. Esta práctica posee una serie de 
ventajas: la ganancia genética es mayor que la lograda por otras técnicas, ofrece la posibilidad 
de introducir rápidamente clones adecuados a nuevas condiciones ambientales, objetivos 
productivos u otras variables; además, permite el manejo de la diversidad en las plantaciones 
clonales (Bonga y Park, 2003). 
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Para emprender programas de mejora genética forestal, se debe disponer de un método 
de regeneración clonal efectivo. Las técnicas tradicionales de propagación vegetativa más 
utilizadas han sido, además del enraizamiento de estaquillas, los injertos. En general, estos 
métodos funcionan bien cuando la planta donadora es joven, siendo más difícil cuando se 
trata de propagar individuos adultos, incluso imposible en muchas especies, siendo 
especialmente recalcitrantes las coníferas. Se trata de una limitación importante, ya que una 
vez transcurrido el tiempo necesario para evaluar una línea clonal y determinar que es 
genéticamente superior, la planta donante ha madurado, perdiendo su capacidad morfogénica 
para ser propagada mediante esas técnicas. Lo conveniente es realizar la selección de los 
genotipos cuando las plantas son adultas y manifiestan todo su potencial genético, y por tanto 
es cuando resulta primordial disponer de una técnica regenerativa eficaz (Bonga y Park, 
2003). 
 
En las últimas décadas, ha habido un rápido avance en el desarrollo de las técnicas de 
cultivo in vitro para su uso en la propagación clonal y, en general, para la regeneración de 
plantas. Las técnicas de cultivo in vitro permiten lograr vías de regeneración a partir de 
células o tejidos, reproducibles, aplicables a distintos genotipos y altamente productivas, que 
dan lugar a un material genéticamente fiel. El desarrollo de los programas de mejora genética 
de especies forestales en los últimos años se ha basado tanto en la optimización de los 
métodos de clonación tradicionales como en el desarrollo de las técnicas de cultivo in vitro. 
Básicamente, las técnicas de cultivo in vitro de plantas consisten en el cultivo, en condiciones 
asépticas, de determinadas porciones de la planta donante denominadas explantos. Estos se 
disponen en contenedores más o menos herméticos, conteniendo medios nutritivos 
previamente esterilizados, con lo necesario para el crecimiento de los tejidos vegetales. Estos 
cultivos se mantienen bajo condiciones ambientales de luz y temperatura controlados  (Bonga 
y Park, 2003). 
 
El cultivo in vitro de plantas ha permitido el desarrollo de una serie de biotecnologías 
destinadas a distintas finalidades, la mayoría basadas en la regeneración de plantas, 
fundamentalmente ligadas a programas de mejora (Toribio y Celestino, 2000). Una de esas 
aplicaciones, y en la que se centra este trabajo, es la micropropagación. Presenta una serie de 
ventajas frente a las técnicas tradicionales: la multiplicación in vitro es más rápida que la 
multiplicación in vivo, en ocasiones hace posible propagar especies que no pueden ser 
multiplicadas in vivo, permite una multiplicación libre de enfermedades, supone importantes 
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ahorros en combustible, superficie de invernadero, etc. y elimina el efecto estacional, 
consiguiéndose una producción homogénea a lo largo del año. Aunque también posee una 
serie de cuellos de botella: la estabilidad genética puede estar comprometida en algunos 
sistemas de micropropagación, en el caso de las especies leñosas, a veces la micropropagación 
es difícil, la transferencia de las plantas a condiciones ex vitro a veces es complicada, se 
puede perder la capacidad regenerativa con el tiempo y subcultivos repetidos y presenta 
mayores costes de producción por necesitar una aportación importante de mano de obra. 
 
La micropropagación supone la manipulación del explanto inicial, de la composición 
del medio de cultivo (sobre todo nutrientes y reguladores de crecimiento) y de otros factores 
del cultivo, para tratar de dirigir el crecimiento de los tejidos hacia el desarrollo de respuestas 
morfogénicas de interés y, finalmente, regenerar en un corto periodo de tiempo un gran 
número de plantas completas, genéticamente idénticas al material de partida, utilizando un 
espacio físico reducido y con independencia de la época del año. Existen una serie de factores 
que pueden afectar a la capacidad de regeneración del explanto: los que principalmente vienen 
determinados por las condiciones de la planta madre (la edad y el estado fisiológico de la 
planta donadora, el tipo de explanto y la posición que ocupa en la planta, la época de recogida 
del material vegetal y el genotipo) y los que se refieren a las condiciones ambientales de los 
cultivos (la composición del medio de cultivo, el tipo y la concentración de los reguladores de 
crecimiento, el volumen del envase, la calidad y la cantidad de luz y la temperatura, entre los 
más importantes). 
 
En general las especies leñosas son más difíciles de clonar in vitro que las herbáceas, 
ya que tienen una capacidad regenerativa relativamente más débil y son más propensas a 
verse afectadas por la emisión de sustancias tóxicas en los medios de cultivo. Por otra parte la 
esterilización de los explantos suele ser más difícil ya que, por su gran tamaño, es complejo 
cultivarlas en condiciones controladas. Así mismo, la variabilidad genética en los árboles 
suele ser más grande que en los cultivos agrícolas, dando lugar a resultados más variables. 
 
La regeneración in vitro se puede lograr por dos vías: organogénesis y embriogénesis 
somática. 
 
La organogénesis es la vía más clásica, siendo la inducción del desarrollo de yemas 
axilares y su posterior enraizamiento la más utilizada, y la que presenta mayores garantías de 
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estabilidad genética frente a las otras vías organogénicas (Toribio y Celestino, 2000). Ha 
resultado efectiva en la propagación de algunas especies forestales, adquiriendo un valor 
económico importante, sobre todo en especies de angiospermas, como Populus y Eucalyptus, 
aunque también han destacado otras como Robinia pseudoacacia, Liquidambar styraciflua, 
especies de Prunus, Juglans y Ulmus (Merkle y Nairn, 2005). En coníferas, hubo un 
desarrollo preponderante en la propagación in vitro de brotes adventicios a partir de 
cotiledones. La brotación axilar ha estado más restringida a material juvenil y ha resultado 
menos eficiente que en angiospermas. 
 
Sin embargo, la organogénesis, además de no haber sido efectiva para otras muchas 
especies, presenta una serie de limitaciones: tasas de propagación demasiado bajas y 
problemas de variabilidad intraclonal, como por ejemplo, manifestaciones de diferentes 
grados de plagiotropismo y pérdida de capacidad morfogénica en los individuos adultos, los 
cuales se encuentran en el momento del desarrollo en el que es posible efectuar una selección 
fiable de genotipos sobresalientes (Chen y Ahuja, 1993; Bonga y Park, 2003; Zoglauer et al, 
2003). 
 
La embriogénesis somática ha tenido un gran desarrollo en los últimos años. Debido a 
la especial dificultad que la organogénesis ha supuesto en coníferas, la mayoría de los 
esfuerzos para la regeneración clonal en estas especies se han decantado por la embriogénesis 
somática (Zoglauer et al, 2003). En especies de frondosas, la tendencia actual también se 
dirige hacia el desarrollo de protocolos de propagación mediante este proceso, existiendo 
numerosos trabajos en especies de mayor interés económico, aunque todavía existen grupos 
como Populus y Eucalyptus en los que se continúan regenerando mayoritariamente vía 
brotación axilar o adventicia (Merkle y Nairn, 2005). Actualmente la embriogénesis somática 
se aplica a numerosas especies forestales, tanto de coníferas como de frondosas, alcanzando 
un nivel suficientemente avanzado para permitir su uso a nivel operativo (Bonga y Park, 
2003; Merkle y Nairn, 2005). 
 
Además de la micropropagación de material selecto, las técnicas de cultivo in vitro, 
tienen otras aplicaciones en los programas de mejora: obtención de plantas libres de virus 
mediante el cultivo de meristemos aislados, regeneración de plantas haploides y 
doblehaploides, hibridación somática por fusión de protoplastos, regeneración de plantas 
transgénicas a partir de cultivos embriogénicos transformados, desarrollo de técnicas de 
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conservación de material vegetal, especialmente de crioconservación, establecimiento de 
ensayos de evaluación genética, rescate de embriones, producción de metabolitos secundarios 
de interés, etc. Por tanto, es importante desarrollar herramientas que permitan regenerar 
plantas tanto para la micropropagación, como para impulsar las otras aplicaciones 
enumeradas. De este modo, la regeneración de plantas a partir de células o tejidos se puede 
considerar como elemento central de la biotecnología vegetal, dando sentido agronómico a 
otras facetas de la biología celular o molecular. Las biotecnologías de aplicación se han 
venido desarrollando con impulso en el ámbito agrícola, existiendo numerosas aplicaciones 
comerciales, y ya se están promoviendo con fuerza en el sector forestal (Toribio y Celestino, 
2000; Bonga y Park, 2003). 
 
Embriogénesis somática 
 
 La embriogénesis somática consiste en la formación de embriones completos a partir 
de una o varias células somáticas, de características similares al embrión cigótico, el cual se 
origina a partir de la fusión de gametos. Este fenómeno es posible encontrarlo en la naturaleza 
como una forma de apomixis llamada “embrionía adventicia”, la cual fue descrita por primera 
vez por Strasburger en 1878. Haberlandt, en 1902, predijo que si todas las células de un 
organismo tenían la misma información genética que la célula inicial o cigoto, sería posible 
revertir su expresión génica para que volvieran a expresar el patrón de desarrollo 
embriogénico y formar auténticos embriones de origen somático, lo que mostraría la 
totipotencia de estas células. La totipotencia es una característica especial de las células de 
tejidos jóvenes y meristemos, las cuales tienen una capacidad latente de producir una planta 
entera. La inducción de la embriogénesis somática supone el lograr un cambio del patrón de 
expresión genético de las células del tejido, por un nuevo programa de expresión, el cual 
conduciría al desarrollo de una nueva planta completa y funcional, siguiendo un desarrollo 
similar al del embrión de origen cigótico. Las primeras descripciones de la obtención de 
embriogénesis somática fueron publicadas en zanahoria por Levine (1947), Steward (1958) y 
Reinert (1958). A partir de entonces se han ido desarrollando protocolos para esta vía de 
regeneración en numerosas especies. 
 
 Se utilizan varios conceptos referentes a los tipos de células que existen en los 
explantos sobre los que se realiza la inducción de la embriogénesis somática, que fueron 
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definidos por primera vez por Sharp et al (1980) y Evans et al (1981). Se utiliza el término 
PEDC (Pre-embryogenic Determined Cell) para referirse a las células de los embriones 
cigóticos, las cuales ya estarían determinadas para expresar un programa de desarrollo 
embriogénico, por lo que un estímulo apropiado sería suficiente para el comienzo de división 
celular y por tanto la consecución de la respuesta esperada. Por otro lado, el término IEDC 
(Induced Embryogenic Determined Cell) describe células embriogénicas que se originan a 
partir de células no embriogénicas, y que por tanto necesitarían una inducción inicial. Las 
PEDCs, tan sólo requieren la presencia de reguladores de crecimiento o condiciones 
favorables para expresar su condición embriogénica, y se suelen relacionar con la 
embriogénesis somática directa, es decir, cuando los embriones somáticos aparecen 
directamente en el explanto. En cambio, las IEDCs no son células predispuestas a formar 
embriones somáticos, por lo que requieren mayor desdiferenciación y estímulos especiales. 
Estas habitualmente se relacionan con la embriogénesis somática indirecta, ya que se suelen 
producir previamente numerosas divisiones celulares que dan lugar a un callo embriogénico, a 
partir del cual se originarían los embriones somáticos (Merkle et al, 1995). Una vez obtenida 
la respuesta esperada, ambos tipos de células pasan a ser funcionalmente equivalentes, por lo 
que se pueden usar los términos EDCs (Embryogenic Determined Cells) o ECs (Embryogenic 
Cells). De este modo, el tratamiento para obtener embriogénesis somática dependerá de si 
nuestro explanto tiene PEDCs o no.  
 
La embriogénesis somática presenta una serie de ventajas sobre la organogénesis: se 
obtienen tasas de multiplicación mayores; los embriones somáticos son estructuras bipolares 
con meristemos apical y radicular, por lo que no es necesaria la inducción del órgano 
complementario, normalmente la raíz, como en la organogénesis, eliminando dificultad y 
trabajo; se obtienen conexiones vasculares raíz-tallo perfectas; los embriones somáticos 
pueden ser encapsulados, dando lugar a semillas artificiales que permitan, por ejemplo, 
forestaciones a gran escala; pueden ser conservados en nitrógeno líquido (crioconservación) 
más fácilmente que los brotes axilares o adventicios, lo que supone una ventaja para el 
desarrollo de la propagación clonal, especialmente de especies forestales (Bonga y Park, 
2003). 
 
Se necesita optimizar la producción de las plantaciones forestales, de forma  que estas 
plantaciones intensivas cubran las necesidades crecientes de madera y otros productos del 
monte. Ello también supondría, indirectamente, al satisfacer la presión de la demanda de 
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dichos productos, una defensa de los bosques naturales amenazados de deforestación (Sutton, 
1999). Tanto la alta heterocigosidad de las especies forestales que conduce a una gran 
variabilidad, como el fuerte componente del control genético no aditivo sobre muchos 
caracteres de interés, hacen necesario recurrir a la propagación vegetativa para la obtención 
de ganancias genéticas mayores. La micropropagación mediante embriogénesis somática, 
considerada como la vía de regeneración más adecuada para especies forestales (Merkle y 
Dean, 2000; Sutton, 2002), permite no sólo la regeneración de plantas, sino también 
desarrollar a nivel industrial el cultivo en biorreactores, en base a su elevado potencial 
multiplicativo y su posibilidad de automatización. También se pueden obtener semillas 
sintéticas mediante la encapsulación de los embriones somáticos. Los cultivos embriogénicos 
poseen un alto poder de regeneración después de la crioconservación (Janeiro et al, 1996; 
Engelmann et al, 1997). También se muestran como un elemento imprescindible en los 
estudios de transformación (Peña y Séguin, 2001), y de genómica funcional, a fin de validar 
genes relacionados con procesos determinados (Campbell et al, 2003). 
 
Para la consecución de la embriogénesis somática se requiere el desarrollo de distintas 
fases: inducción de la respuesta embriogénica, histodiferenciación y multiplicación de los 
embriones somáticos y su conversión a planta. 
 
Inducción 
 
La iniciación de la respuesta embriogénica supone que las células del explanto inicial 
reviertan su patrón de expresión génica de ese momento, a un programa de expresión 
embriogénica; a continuación se requiere una activación de la división de las células 
determinadas, para la consecución del nuevo patrón de expresión. Más tarde la nueva 
estructura formada desarrollaría un programa autónomo, condicionado por una nutrición 
heterotrófica, generando así los embriones somáticos iniciales (Zoglauer et al, 2003). Estos 
embriones se pueden diferenciar directamente en el explanto, a partir de células 
embriogénicas predeterminadas, o indirectamente a través de la formación de callo, a partir de 
células indeterminadas, aunque la distinción entre ambas a menudo no está clara. Los callos 
embriogénicos pueden distinguirse de los no embriogénicos en función de su morfología y 
color (von Arnold et al, 2002). 
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Básicamente, la iniciación del proceso está condicionada por el tipo de explanto y por 
la presencia de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo. Se ha descrito que el estrés 
provocado por las condiciones de cultivo favorece la iniciación de la respuesta embriogénica, 
siendo estos factores desencadenantes de la señal apropiada para la reprogramación genética, 
como expresión de la totipotencia celular (von Arnold et al, 2002; Fehér et al, 2003). El 
requerimiento de reguladores de crecimiento, de tipo auxina y citoquinina, está determinado 
por el tipo y grado de desarrollo del explanto inicial. Se ha descrito que en explantos cigóticos 
muy inmaduros es posible desencadenar la respuesta embriogénica sin la presencia de 
reguladores; en especies forestales se ha logrado tanto en angiospermas, en Quercus suber 
(Fernández-Guijarro, 1997), como en gimnospermas, por ejemplo en Pinus sylvestris y P. 
pinaster (Lelu et al, 1999) y Araucaria angustifolia (Silveira et al, 2000).  
  
La capacidad de expresar embriogénesis somática disminuye con la edad ontogénica 
del explanto. En la mayoría de las especies forestales la embriogénesis somática se obtiene a 
partir de embriones cigóticos inmaduros, especialmente en coníferas, lo que supone una 
limitación al tener que ceñirse a un periodo anual determinado y corto para disponer de este 
tipo de material; la posibilidad de utilizar embriones cigóticos maduros es una opción más 
conveniente, ya que pueden ser almacenados y disponer de ellos durante todo el año 
(Klimaszewska y Cyr, 2002; Zoglauer et al, 2003). 
 
La embriogénesis somática a partir de tejidos de individuos adultos, estado en el que 
es posible  realizar una selección fiable de los genotipos sobresalientes, se ha logrado hasta el 
momento en pocas especies forestales. La mayoría de las especies arbóreas tienen un cambio 
de fase  juvenil-adulto muy marcado, que actúa en detrimento del potencial morfogénico. La 
reversión al estado juvenil se ha logrado en ciertos casos alterando las condiciones del 
explanto inicial ex vitro o las condiciones in vitro (von Aderkas y Bonga, 2000). Sin 
embargo, es posible utilizar la embriogénesis somática para la producción clonal de 
genotipos de interés, a partir de material juvenil. La estrategia que se sigue es la siguiente. 
Las líneas embriogénicas, generadas a partir de embriones cigóticos procedentes de 
cruzamientos controlados, se crioconservan para su posterior utilización. Se ha descrito que 
estas líneas presentan una buena aptitud para soportar el almacenamiento en nitrógeno 
líquido, recuperar posteriormente su capacidad proliferativa y mantener su fidelidad clonal. 
Mientras dichas líneas se mantienen en crioconservación, algunas de las plantas clónicas 
generadas se evalúan en campo para determinar si poseen las características demandadas. 
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Una vez concluida la evaluación, se sigue disponiendo del material inicial crioconservado, 
pudiendo proceder a reiniciar la multiplicación de los  mejores clones. Esta estrategia permite 
abordar la silvicultura clonal de alto valor, la cual ya se está aplicando a niveles productivos, 
sobre todo en coníferas (Park et al, 1998; Toribio y Celestino, 2000). 
 
La capacidad para formar embriones somáticos está determinada genéticamente, 
existiendo genotipos más predispuestos que otros para generar esta respuesta (von Arnold et 
al, 2002). Se ha comprobado que en algunas especies, en particular en coníferas, existe una 
influencia del componente aditivo de la varianza genética, fundamentalmente sobre la 
inducción de embriogénesis somática (Park et al, 1993; 1994). La comprensión del control 
genético de la embriogénesis somática es un elemento esencial para mejorar el proceso (Park 
et al, 1998). 
 
Las primeras especies forestales en las que se logró embriogénesis somática fueron 
Santalum album en frondosas (Rao, 1965), así como Picea abies (Chalupa, 1985; Hackman y 
von Arnold, 1985) y Larix decidua (Nagmani y Bonga, 1985) en coníferas. Desde entonces se 
ha logrado la regeneración de plantas mediante embriogénesis somática en numerosas 
especies forestales. 
 
En la actualidad, la especie más desarrollada en relación a esta técnica, y de la que 
existen plantaciones productivas, es la palma de aceite (Elaeis guineensis) (Khaw et al, 1998). 
Otras especies, fundamentalmente coníferas, como Pinus radiata, Pseudotsuga menziesii, 
Picea glauca y Picea abies (Timmis, 1998), y también alguna frondosa como Hevea 
brasiliensis (Carron et al, 1998) tienen establecidos desde hace unos años ensayos clonales 
(Toribio y Celestino, 2000). 
 
Entre las coníferas, las especies de los géneros Pinus, Larix y Pseudotsuga parecen 
tener la capacidad embriogénica especialmente restringida a embriones cigóticos inmaduros 
(Tautorus et al, 1991; Atree y Fowke, 1993; Bonga et al, 1995; Gupta et al, 1995; Park et al, 
1999), obteniendo frecuencias de inducción muy bajas a partir de embriones cigóticos 
maduros; en especies de Picea (von Arnold y Hakman, 1986; von Arnold, 1987; Tautorus et 
al, 1990) y Abies (Norgaard y Krogstrup, 1995; Zoglauer y Reuther, 1996) se han obtenido 
mejores resultados con semillas maduras (Zoglauer et al, 2003). 
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Entre las frondosas, los géneros Populus y Eucalyptus destacan por su dominancia 
comercial a nivel mundial, debido a su gran potencial para producir pulpa de papel y madera. 
Aunque la propagación vegetativa de diversas especies de estos géneros se lleva a cabo 
mediante enraizamiento de esquejes, la embriogénesis somática ha resultado una alternativa 
para la producción clonal de algunas especies o híbridos de Populus difíciles de propagar 
mediante organogénesis. Se ha obtenido a partir de suspensiones celulares y hojas, aunque el 
número de trabajos no ha sido muy alto. La embriogénesis somática está resultando 
especialmente útil en este género para la aplicación de otras tecnologías, como la 
transformación genética (Confalonieri et al, 2003). En Eucalyptus se ha descrito la obtención 
de estructuras embriogénicas en varias especies como E. citriodora (Muralidharan et al, 
1989), E. globulus (Pinto et al, 2002) y E. grandis (Watt et al, 1991), aunque por el momento 
la producción de plantas somáticas se limita a la vía organogénica (Merkle y Nairn, 2005). 
 
Otras especies frondosas con importancia económica, en las que la obtención de 
embriogénesis somática es una realidad son Juglans cinerea (Pijut, 1993; 1999), Juglans 
regia (Tulecke y McGranahan, 1985), Juglans nigra (Neuman et al, 1993; Long et al, 1992), 
Robinia pseudoacacia (Merkle y Wiecko, 1989; Arrillaga et al, 1994); Liriodendron 
tulipifera (Merkle y Sommer, 1986; Merkle et al, 1990) y Liquidambar styraciflua (Sommer 
y Brown, 1980) e híbridos (Vendrame et al, 2001; Dai et al, 2004); Castanea dentata 
(Carraway y Merkle, 1997; Xing et al, 1999; Andrade y Merkle, 2005), Castanea sativa 
(Viéitez y Merkle, 2004; Saur y Wilhelm, 2005) y Castanea sativa x renata (Viéitez, 1995); 
Ulmus minor y Ulmus glabra (Corredoira et al, 2002; Corredoira et al, 2003a). 
 
Entre las frondosas tropicales más apreciadas por su producción en la industria forestal 
destacan los progresos en la obtención de embriogénesis somática en Dalbergia (Muralidhar 
Rao y Lakshmi Sita, 1996; Das et al, 1997; Singh y Chand, 2003); sin embargo no se han 
contemplado muchos avances con otras especies tropicales de interés y que actualmente se 
encuentran bajo una fuerte presión debido a la importante deforestación que está teniendo 
lugar en los bosques tropicales (Merkle y Nairn, 2005).  
 
En los últimos años se han empezado a publicar trabajos en especies forestales en los 
que se refiere la formación de embriones somáticos a partir de tejido no embrionario, por 
ejemplo en algunas frondosas a partir de hojas de plantas jóvenes en Quercus suber 
(Fernández-Guijarro et al, 1995), Quercus rubra (Rancillac et al, 1996), Quercus robur 
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(Cuenca et al, 1999) y Castanea sativa (Corredoira et al, 2003b). En coníferas también se ha 
logrado a partir de tejidos no embrionarios, como en Picea (Atree et al, 1990; Mo y von 
Arnold, 1991; Ruaud et al, 1992) y Sequoia sempervirens (Liu et al, 2006). 
 
Así mismo, se ha descrito la posibilidad de obtener embriogénesis somática a partir de 
árboles adultos, como trabajos preliminares a partir de hojas de individuos adultos de Quercus 
ilex (Féraud-Keller y Espagnac, 1989), Quercus suber (Toribio et al, 1998), Quercus robur 
(Toribio et al, 2004) y Ulmus minor (Conde et al, 2004); o también a partir de elementos 
florales, como en Liquidambar styraciflua (Merkle et al, 1998; Merkle y Battle, 2000) y 
Quercus suber y Q. ilex (Toribio et al, 1998); en coníferas, las referencias sobre árboles 
adultos son escasas, como la patente sobre Pinus pinaster (Ramarosandratana et al, 1999), y a 
partir de ápices vegetativos de árboles de Pinus radiata (Smith, 1999) y Pinus patula 
(Malabadi y van Staden, 2005). 
 
El género Quercus, ampliamente distribuido sobre todo en el hemisferio norte, tiene 
un gran valor ecológico y económico, especialmente por su calidad de madera y producción 
de semillas, y corcho en el caso del alcornoque. Se encuentran serias limitaciones para 
programas de mejora genética en este género: sus semillas son recalcitrantes para el 
almacenamiento, presenta una mala correlación entre caracteres juvenil y adulto, alcanzan la 
madurez muy tarde requiriendo de 30-40 años para comenzar a producir semillas, la 
producción de semillas es irregular, tienen periodos de rotación largos y dificultades para la 
propagación vegetativa convencional. En los últimos años ha habido un gran interés en el 
desarrollo del proceso de embriogénesis somática en este género, que permitirá la rápida 
propagación de material seleccionado (Wilhelm, 2000). La inducción de embriogénesis 
somática en el género Quercus se reseñó por primera vez en embrión cigótico en Quercus 
lebani (Srivastava y Steinhauer, 1982). Desde entonces los trabajos sobre obtención de 
embriogénesis somática han ido incrementando (Wilhelm, 2000), principalmente a partir de 
embriones cigóticos: Quercus cautísima (Kim et al, 1997), Q. alba y Q. rubra (Gingas y 
Lineberger, 1989; Rancillac et al, 1996), Q. serrata (Sasamoto y Hosoi, 1989), Q. pubescens 
(Féraud-Keller et al, 1989), Q. cerris (Ostrolucka y Petronova, 1991), Q. petraea (Jörgensen, 
1993; Chalupa, 1995), Q. robur (Chalupa, 1995; Manzanera et al, 1996), Q. canariensis 
(Bueno et al, 1996),  Q. ilex (Féraud-Keller y Espagnac, 1989; Mauri y Manzanera, 2003).  
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Se ha descrito la obtención de embriogénesis somática en Quercus suber (Toribio et 
al, 2005), a partir de cotiledones de embrión cigótico maduro (Toribio, 1986), de segmento 
nodal (El Maâtaoui y Espagnac, 1987; El Maâtaoui et al, 1990), de embrión cigótico 
inmaduro (Bueno et al, 1992; Manzanera et al, 1993) y de hojas de planta joven (Fernández-
Guijarro et al, 1991; Fernández-Guijarro et al, 1995). 
 
Multiplicación o proliferación 
 
 Una vez inducida la embriogénesis somática, los embriones se multiplican por 
embriogénesis secundaria, entrando en un proceso cíclico de clonación embriónica. Este 
proceso recurrente es el que proporciona a la embriogénesis somática su gran capacidad 
multiplicativa, aparentemente ilimitada en el tiempo, libre de condicionantes estacionales y 
utilizando un espacio reducido, siendo posible la obtención de millones de embriones 
somáticos en poco tiempo. Los embriones somáticos mantienen este proceso cíclico en 
medios suplementados con auxinas y/o citoquininas (Merkle et al, 1995; Zoglauer et al, 
2003), o en ausencia de reguladores de crecimiento (Fernández-Guijarro et al, 1995; Cuenca 
et al, 1999).  
 
La embriogénesis recurrente puede manifestarse en forma de masas preembriogénicas 
(PEMs, Preembriogenic Masses) (Merkle, 1995) o a partir de embriones en distintos estados 
de diferenciación, hasta llegar al cotiledonar. En los casos en que la embriogénesis secundaria 
se produce en embriones cotiledonares, se ha descrito que, tras una meristematización de 
determinadas zonas de la caliptra del embrión somático primario, se generan embriones 
secundarios (origen multicelular) (Puigderrajols et al, 1996). En el origen unicelular, una de 
las hipótesis clásicas utilizadas para explicar el desencadenamiento del proceso recurrente es 
que es una consecuencia del aislamiento celular (Smith y Krikorian, 1989). Algunos autores 
han observado la existencia, simultánea o no, de la formación de embriones secundarios por 
ambas vías, sugiriéndose que podría favorecerse una u otra mediante modificaciones de las 
condiciones de cultivo (Michaux-Ferrière et al, 1992). 
 
En coníferas se distingue un mecanismo particular en la proliferación de los cultivos 
embriogénicos, que consiste en la multiplicación de los embriones somáticos en estadios poco 
diferenciados, como masas de embriones-suspensores (EMS, Embryo Suspensor Masses). 
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Estas masas se encuentran formadas por embriones somáticos, con pequeñas células 
isodiamétricas, y sus suspensores, constituidos por células largas y vacuoladas. Los embriones 
se multiplican por poliembrionía de partición o cleveage. Aunque el proceso no es el mismo, 
las EMS podrían  referirse como los equivalentes a los PEMs en angiospermas (Merkle et al, 
1995). 
  
Las líneas embriogénicas en proliferación pueden ser subcultivadas por tiempo 
prolongado, manteniendo su potencial embriogénico intacto y permitiendo un continuo 
suministro de embriones somáticos, los cuales pueden desarrollarse en un momento concreto 
hasta dar lugar a embriones cotiledonares para, posteriormente, generar plantas completas. 
Aún así, hay ejemplos donde el potencial embriogénico decrece con el tiempo, incluso puede 
llegar a perderse, lo que a veces se relaciona con la aparición de variación somaclonal (von 
Arnold et al, 2002). 
 
El proceso de histodiferenciación de los embriones somáticos es similar al del embrión 
cigótico. Entre las frondosas, los embriones pasan por los estados globular, corazón, torpedo y 
finalmente cotiledonar (Merkle et al, 1995). Los principales problemas para el control de este 
proceso son la producción sincrónica de los embriones somáticos y la parada del proceso 
cíclico cuando se pretende obtener la maduración de los embriones, para su posterior 
conversión en plantas viables. 
 
 Para la sincronización de cultivos se ha sugerido potenciar la embriogénesis recurrente 
vía unicelular, aplicando tratamientos que produzcan aislamiento celular: envejecimiento de 
los cultivos (Féraud-Keller y Espagnac, 1989), estrés salino con macronutrientes (Choi et al, 
1998), estrés osmótico con sacarosa (Kamada et al, 1989), digestión enzimática de las paredes 
celulares, con base en la tecnología de protoplastos (Tibok et al, 1995; Dhir et al, 1998), y 
posterior fraccionamiento y subcultivo hasta lograr la sincronía (Celestino et al, 2005). 
   
 Para la parada del proceso recurrente, en el caso de coníferas es necesario la presencia 
de ácido abscísico (ABA) para detener la poliembrionía de partición (Klimaszewska y Cyr, 
2002). En el caso de frondosas la aplicación de este regulador no ha proporcionado resultados 
muy claros, siendo posiblemente crítico el momento de aplicación durante el proceso 
embriogénico (Merkle et al, 1995). 
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La embriogénesis recurrente en medio de cultivo sólido es muy laboriosa, ya que se 
precisa efectuar repicados frecuentes, aunque es adecuado para producir el suficiente número 
de plantas necesarias para llevar a cabo ensayos clonales. Sin embargo, la producción con 
fines operativos, tiene que pasar por el desarrollo del cultivo en medio líquido y la utilización 
de biorreactores. La tasa de multiplicación en estas condiciones es mayor, ya que hay una 
mayor disponibilidad de los nutrientes y se difunden mejor los metabolitos excretados por los 
tejidos. Además, al evitar la interferencia del gelificante, se pueden medir con más facilidad y 
en forma continua variaciones del medio, como el pH, conductividad, iones, etc., lo que 
facilita el estudio del efecto de los nutrientes sobre los explantos, permite el reemplazo por 
medio fresco con más facilidad y, además, se puede conseguir la sincronización de los 
embriones somáticos (Celestino et al, 2005). La proliferación en medio líquido permite 
fácilmente separar mediante cribas, filtros o por centrifugación las diferentes fracciones 
embrionarias, para después subcultivarlas y manipularlas a conveniencia. Sin embargo, el 
cultivo en medio líquido presenta problemas como dificultades de aireación y la aparición de 
fenómenos de vitrificación en los tejidos. La técnica de inmersión transitoria puede resolver 
dichos problemas y constituirse en la base del desarrollo de los biorreactores, revelándose 
como muy útiles en la promoción y el control del proceso recurrente, permitiendo el escalado 
de los cultivos embriogénicos en condiciones de automatización (Etienne y Berthouly, 2002). 
Experiencias con cultivos de coníferas, utilizando mallas como soportes de las masas de 
embriones-suspensores, aumentan las expectativas para el desarrollo de biorreactores con 
estas especies (Vágner et al, 2005). 
 
Conversión de los embriones somáticos 
 
Esta fase supone el desarrollo adecuado de los embriones somáticos hasta generar una 
planta viable. Para ello se requiere de la parada de la embriogénesis secundaria, lograr la 
maduración completa de los embriones somáticos y su germinación, para dar lugar, 
finalmente, a plantas somáticas clónicas a la de partida, que deben ser transferidas a 
condiciones ex vitro y aclimatadas. La maduración adecuada de los embriones somáticos es 
una de las limitaciones más importantes que se presenta en las especies forestales. Para lograr 
la propagación en masa de genotipos superiores es necesario utilizar protocolos adecuados 
para mejorar la capacidad de conversión de los embriones somáticos.  
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Maduración. 
 
Una vez diferenciados los meristemos apical y radical del embrión somático, se inicia 
el desarrollo del embrión hasta el estado cotiledonar. Se ha descrito que los embriones pueden 
germinar antes de que los cotiledones completen su desarrollo a través del acúmulo de las 
sustancias de reserva típicas del embrión cigótico. Sin embargo, esto suele conducir al 
desarrollo de plantas débiles, produciendo una baja tasa de conversión. Por ello, es necesario 
estimular la maduración adecuada de los embriones somáticos, a través de la parada del 
proceso recurrente y la adquisición de capacidad para almacenar sustancias de reserva. La 
correcta acumulación de reservas y su correspondiente aumento de peso seco indica un alto 
grado de vigor, que favorecerá la germinación y supervivencia de las plantas generadas 
(Merkle et al, 1995; George, 1996). Durante esta etapa, los embriones somáticos 
experimentan cambios morfológicos y bioquímicos, como equilibrio hormonal, acumulación 
de carbohidratos y aminoácidos y adquisición de tolerancia a la desecación (von Arnold et al, 
2002). 
 
Para la maduración adecuada de los embriones somáticos, tanto en angiospermas 
como en gimnospermas, generalmente se requiere la transferencia a medios de cultivo libres 
de hormona. El empleo de concentraciones elevadas de reguladores de crecimiento en los 
medios de cultivo previos a la maduración, puede influir posteriormente en la producción de 
embriones somáticos maduros. En Pinus strobus, la concentración elevada de hormonas en el 
medio precedente al de maduración produjo un descenso del número de embriones maduros 
(Klimaszewska et al, 2001). En algunas especies, la maduración se estimula en presencia de 
ácido abscísico (ABA), especialmente en coníferas (Klimaszewska y Cyr, 2002), a través de 
la inhibición del proceso recurrente y de la germinación precoz, incrementando la tolerancia a 
la desecación (Stasolla et al, 2002; von Arnold et al, 2002). En frondosas, el efecto regulador 
del ABA es más impreciso, tal vez por ser más crítico el momento de su aplicación. La 
adición de ABA durante la maduración estimuló la germinación posterior de embriones 
somáticos de encina (Mauri y Manzanera, 2004). Embriones somáticos de roble madurados en 
presencia de concentraciones altas de azúcares y ABA presentaron mayores tasas de 
germinación (Chalupa, 2005). Sin embargo, no mejoró los porcentajes de germinación en 
Castanea (Vieitez, 1995; Xing et al, 1999). En Quercus suber la adición de ABA al medio de 
cultivo, en unos casos estimuló la maduración (García-Martín et al, 2005) y otros incrementó 
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la formación de embriogénesis secundaria a expensas de la maduración (Fernández-Guijarro, 
1997). 
 
La disminución del potencial osmótico del medio de cultivo, mediante la aplicación de 
agentes osmóticos, también puede favorecer la maduración de los embriones somáticos. El 
empleo de osmóticos en el medio conlleva una restricción de la disponibilidad de agua y 
nutrientes para los embriones. En coníferas, es común la utilización de osmóticos como el 
polietilenglicol (PEG) para la maduración de embriones, como en Picea glauca (Attree et al, 
1995); aunque en algunos casos se ha comprobado efectos adversos en la germinación, como 
en Picea abies (Bozhkov et al, 1998) y en otras coníferas (Stasolla et al, 2002). Se ha descrito 
que para el crecimiento y desarrollo de los embriones somáticos de algunas especies, es 
necesaria la combinación de osmóticos y ABA (Merkle et al, 1995; Stasolla et al, 2002). 
También es habitual la aplicación de altas concentraciones de carbohidratos en los medios de 
maduración. Además de proporcionar una fuente de carbono pueden actuar a dichas 
concentraciones como osmóticos (George, 1993; Lipavská y Konrádová, 2004). Ejemplo de 
ellos son la sacarosa (Iraqi y Tremblay, 2001; Chalupa, 2005), la fructosa (Carraway y 
Merkle, 1997) y la maltosa (Norgaard, 1998; Reidiboym-Talleux et al, 1999;  Corredoira et al, 
2003b). El sorbitol, que no se metaboliza normalmente en los tejidos, también se emplea 
como osmótico para inducir estrés hídrico en los cultivos (George et al, 1993). Se ha descrito 
que la adición de sorbitol junto con sacarosa en el medio de maduración de embriones 
somáticos de roble, mejoró su conversión (Sánchez et al, 2003; Chalupa, 2005). 
 
Otra alternativa para restringir la disponibilidad de agua y nutrientes en los cultivos 
embriogénicos es el aumento de la concentración del agente gelificante en el medio de 
maduración, determinando un aumento de la dureza del gel, y por tanto la disminución del 
potencial matricial. Se han referido incrementos del número de embriones somáticos maduros 
con el empleo de concentraciones altas de gelificantes en Pinus strobus (Klimaszewska et al, 
2000) y Quercus robur (Prewein et al, 2004). 
 
Se ha observado que el posible estrés causado por la ausencia de nutrientes puede 
ejercer un efecto regulador en el desarrollo de los embriones somáticos (Fernández-Guijarro 
et al, 1994; von Aderkas y Bonga, 2000). La inmersión transitoria, sistema de cultivo en 
medio líquido de importante desarrollo en los últimos años, tiene su base en la depleción de 
nutrientes, mostrando grandes posibilidades para regular el desarrollo en medio líquido de 
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embriones somáticos de diferentes especies, sincronizando cultivos, impidiendo la aparición 
de embriogénesis secundaria y estimulando la maduración (Cabasson et al, 1997; Etienne et 
al, 1997). 
 
Germinación. 
 
La embriogénesis somática es un proceso complejo, de manera que la calidad, 
supervivencia y crecimiento posterior de las plantas somáticas dependerá en gran medida de 
las condiciones utilizadas en etapas anteriores. Los embriones con morfología normal y que 
hayan acumulado suficientes sustancias de reserva podrán desarrollarse en plantas normales, 
elongando la raíz y el tallo coordinadamente. En general, la adición de azúcares al medio de 
cultivo es necesaria para el inicio de la germinación de los embriones somáticos y posterior 
crecimiento de la planta, aunque normalmente se requieren concentraciones menores que las 
empleadas para el desarrollo de los embriones en maduración. Habitualmente se emplean 
medios sin reguladores de crecimiento, aunque hay casos en los que se indica que la presencia 
de citoquininas o ácido giberélico han estimulado la germinación de los embriones (George, 
1996). Se ha descrito que es habitual que los embriones somáticos den lugar a plantas menos 
robustas que las obtenidas de semillas cigóticas (von Arnold et al, 2002). 
 
Al igual que ocurre en el embrión cigótico, el embrión somático requiere unas 
condiciones de desecación para la correcta transición del programa de maduración hacia el de 
germinación; la aplicación de este tipo de tratamientos pueden mejorar, tanto la tasa de 
germinación como la sincronización del crecimiento del tallo y de la raíz de los embriones 
somáticos (Merkle et al, 1995; George, 1996). La aplicación de una desecación parcial 
(mantenimiento de los embriones somáticos en un ambiente de humedad relativa alta o de 
soluciones salinas saturadas) han resultado efectivos en el aumento de la frecuencia de 
conversión de embriones somáticos en varias especies de coníferas (Hay y Charest, 1999). La 
desecación parcial en ambiente de alta humedad, seguido de un periodo de frío, proporcionó 
buenos resultados de germinación en el alcornoque (Fernández-Guijarro et al, 1994). De igual 
modo, tratamientos de desecación empleando nitrato cálcico, en combinación con frío, 
produjeron un aumento del porcentaje de germinación de embriones somáticos de Juglans 
regia (Tang et al, 2000). 
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Las condiciones de cultivo durante la maduración de los embriones somáticos pueden 
inducir dormición, siendo necesarios tratamientos específicos similares a los que se aplican 
para los embriones cigóticos, como la adición de ácido giberélico o el almacenamiento en 
frío, para estimular la germinación de los embriones (Merkle et al, 1995; George, 1996). La 
adición de ácido giberélico incrementó los porcentajes de germinación en Juglans (Deng y 
Cornu, 1992). Como ejemplos del requisito de un tratamiento de almacenamiento en frío 
previo a la germinación, en especies leñosas tenemos los casos de Juglans (Deng y Cornu, 
1992), Quercus (Fernández-Guijarro et al, 1995; Sánchez et al, 2003) y Castanea (Corredoira 
et al, 2003b; Andrade y Merkle, 2005). 
 
Aclimatación. 
 
 Una de las limitaciones de la micropropagación es la baja supervivencia de las 
plántulas al transferirlas a condiciones ex vitro para su aclimatación. Un problema frecuente, 
especialmente entre las especies arbóreas, es la baja producción de plantas viables a partir de 
embriones somáticos. Esta baja tasa de conversión puede deberse a distintos factores que 
influyen en las fases previas a la formación de las plantas somáticas, o bien a la propia 
aclimatación de dichas plantas (Merkle, 1995). El ambiente ex vitro se diferencia de las  
condiciones in vitro esencialmente en que aporta una intensidad lumínica más alta, una 
humedad relativa menor y la presencia de microorganismos (Preece y Sutter, 1991). Las 
plántulas micropropagadas soportan un fuerte estrés cuando se transfieren a esas nuevas 
condiciones ambientales, lo que normalmente afecta a su supervivencia, reduciendo la 
eficiencia del proceso de regeneración utilizado. La perturbación sufrida variará en función 
del tipo de planta propagada (herbácea o leñosa), de la vía de regeneración (organogénesis o 
embriogénesis somática) y de la especie. En general, la estrategia que se suele llevar a cabo 
para vencer la posible baja tasa de conversión, es tratar de reproducir las condiciones 
experimentadas por los embriones cigóticos en las semillas (Merkle, 1995; Rohr et al, 2003). 
 
 En árboles, las anormalidades anatómicas de tallos, hojas y raíces, sufridas por las 
nuevas plántulas durante el cultivo in vitro, pueden afectar de manera importante a 
determinados procesos fisiológicos una vez transferidas a condiciones ex vitro, como la 
fotosíntesis, la transpiración y la absorción de agua y nutrientes. Normalmente, las hojas 
formadas in vitro sufren un desarrollo anormal de la cutícula y los estomas, que provoca una 
transpiración excesiva una vez trasladadas al ambiente ex vitro, lo que combinado con una 
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inadecuada absorción de agua por parte de las raíces crecidas in vitro, suele ocasionarles un 
estrés hídrico importante, que conduce a la pérdida de muchas plantas (Rohr et al, 2003). 
 
Se ha observado que las plantas durante la aclimatación, modifican progresivamente la 
anatomía y morfología de sus hojas y estomas, adaptándose gradualmente a las nuevas 
condiciones ambientales. Se han desarrollado dos estrategias básicas para que la aclimatación 
sea más efectiva: por un lado, la promoción del desarrollo fotoautotrófico de las plántulas y, 
por otro, la reducción paulatina del estrés hídrico durante la aclimatación (Rohr et al, 2003). 
Los factores ambientales involucrados en la fotosíntesis pueden ser modificados durante el 
cultivo in vitro, mediante el descenso de las concentraciones de azúcares, aumento de la 
intensidad de luz, control del ambiente gaseoso y el uso de soportes porosos (Kozai y Kubota, 
2001). Para evitar la pérdida de vigor de las plantas y necrosis, causadas por la excesiva 
pérdida de agua al pasar a condiciones ex vitro, se deben adoptar medidas que permitan que 
las plántulas se mantengan durante los primeros días en condiciones de humedad relativa 
elevada. La disminución progresiva de la humedad se consigue mediante la instalación de 
humidificadores de aire en las cámaras de cultivo, protección de las plantas cubriéndolas con 
envases de plástico u otros sistemas transparentes durante unos días, uso de sustancias en las 
hojas que prevengan la transpiración, etc. La elección del sustrato tiene también un papel 
importante en la aclimatación, ya que debe proporcionar una buena aireación, permitir un 
buen drenaje del agua y suministrar un pH adecuado, según los requerimientos de la especie 
(Rohr et al, 2003). 
 
 Al igual que la fase de iniciación de la embriogénesis somática, las fases de 
proliferación, maduración y germinación también se encuentran bajo un cierto control 
genético. Se ha descrito que el control genético aditivo va disminuyendo según se avanza en 
el proceso, estando más limitada la posibilidad de realizar mejora en las fases de maduración 
o germinación que en la de iniciación (Park et al, 1994; Park et al, 1998). 
 
Aplicaciones de la embriogénesis somática 
 
Multiplicación de genotipos selectos 
 
La aplicación más importante de la embriogénesis somática es la regeneración clonal 
de plantas, utilizándola como un medio para lograr la amplificación rápida de individuos 
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seleccionados. Puede llevarse a cabo con fines productivos o como vía para la conservación 
de recursos genéticos. 
 
Numerosas especies leñosas están siendo utilizadas en programas de forestación o 
como plantaciones productivas con aplicación comercial, lo que requiere la producción de un 
elevado número de plantas. Las elevadas tasas proliferativas que ofrece la embriogénesis 
somática, unido a tecnologías como los biorreactores y la producción de semillas sintéticas 
mediante la encapsulación de embriones somáticos, pueden reducir los costes asociados con 
este proceso, haciéndolo muy adecuado en la producción a gran escala de genotipos selectos y 
para su aplicación a nivel industrial (Raemakers et al, 1999). 
 
 Igualmente, ofrece una posibilidad importante para la clonación de individuos que se 
encuentran en poblaciones amenazadas, con dificultades de reproducción sexual o con riesgo 
de extinción, a fin de iniciar su conservación, tanto in situ como ex situ. 
 
Mejora genética 
 
La ventaja más importante de la embriogénesis somática es que los tejidos 
embriogénicos pueden ser mantenidos en nitrógeno líquido sin pérdida de viabilidad y sin 
cambios en su constitución genética. La crioconservación de germoplasma, es una 
herramienta de gran utilidad para asegurar la conservación a largo plazo de los recursos 
genéticos, utilizando un mínimo espacio y riesgo mínimo de enfermedades, etc. Este sistema 
permite la conservación de recursos forestales de interés o amenazados para su utilización en 
programas de forestación clonal de alto valor. La crioconservación permite el mantenimiento 
de las líneas embriogénicas generadas mientras se evalúan en campo las plantas clónicas hasta 
determinar su valor, para posteriormente reiniciar la multiplicación de los  mejores clones 
(Park et al, 1998). La crioconservación se utiliza para mantener líneas embriogénicas de 
material forestal con valor comercial (Engelmann et al, 1997), pudiéndose aplicar tanto a 
gimnospermas (Klimaszewska y Cyr, 2002) como a angiospermas (Corredoira et al, 2004; 
Valladares et al, 2004). 
 
La embriogénesis somática resulta un sistema apropiado para el desarrollo de la 
transformación genética y regeneración de árboles transgénicos (Peña y Séguin, 2001). La 
transformación genética de plantas está teniendo un progreso rápido, permitiendo la 
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transferencia de características deseables a genotipos seleccionados. Supone una alternativa 
interesante a la mejora vegetal y aporta un gran potencial en el ámbito comercial, como ya se 
ha demostrado en especies agrícolas. Su desarrollo en especies forestales es importante, y sus 
aplicaciones, principalmente se dirigen hacia la introducción de genes resistentes a herbicidas 
y patógenos, relacionados con las propiedades de la madera, o el acortamiento de la fase 
juvenil, esterilidad reproductiva, etc. La incorporación de nuevos genes vía ingeniería 
genética requiere de un sistema fiable de cultivo de tejidos como es la embriogénesis 
somática, la cual permite la transformación de las células y la regeneración subsiguiente de la 
planta transgénica (Cyr y Klimaszewska, 2002). 
  
Otras aplicaciones 
  
 Obtención de híbridos diploides no viables por reproducción sexual, mediante la fusión de 
protoplastos derivados de cultivos embriogénicos, permitiendo además aplicar las técnicas 
de ingeniería genética. 
 
 Producción de metabolitos secundarios, que se extraen habitualmente de la semillas, y que 
se puede lograr a partir de los embriones somáticos en proliferación, sin necesidad de 
recolección, con un suministro continuo evitando la estacionalidad y con mayor facilidad 
de extracción al no poseer cubiertas. 
 
1.3 FIDELIDAD CLONAL. ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD  INTRACLONAL 
 
La propagación vegetativa permite generar progenies en las que se captura todo el 
potencial genético del progenitor. Sin embargo, cuando aparece variabilidad intraclonal las 
ventajas que aporta se ven reducidas, representando un problema, especialmente cuando la 
propagación clonal se utiliza con fines comerciales. Por tanto, es importante regenerar plantas 
en las que se conserve la fidelidad clonal (Park et al, 1998). 
 
Variación somaclonal 
 
Se ha comprobado que las técnicas de cultivo in vitro de tejidos pueden afectar a la 
estabilidad genética de las plantas, manifestándose como cambios morfológicos, cariotípicos, 
bioquímicos y/o moleculares. Larkin y Scowcroft (1981) dieron el nombre de variación 
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somaclonal a las variaciones genéticas ocasionadas por el cultivo in vitro. Se ha apuntado que 
las condiciones impuestas durante el mismo, cortes y daños producidos a los tejidos, empleo 
de sustancias tóxicas, presencia de determinados reguladores de crecimiento, liberación de 
sustancias citotóxicas, etc., causan un estrés que puede conducir a la pérdida del control 
celular normal, provocando la inestabilidad genética de los cultivos (Rani y Raina, 2000; 
Cassells y Curry, 2001). 
 
Se ha considerado que, en muchos casos, la definición de variación somaclonal que se 
maneja resulta imprecisa, y se utiliza de manera un tanto indiscriminada, cuando debería 
relacionarse específicamente con los cambios genéticos (Vázquez, 2001). En muchos trabajos 
se incluyen en el término variación somaclonal, tanto los cambios genéticos, que son 
heredables e irreversibles, como los epigenéticos (fisiológicos), que teóricamente no son 
heredables, aunque pueden ser mantenidos por la propagación asexual. Las alteraciones 
genéticas pueden ser modificación en el contenido de ADN de las células, cambios en el 
número y estructura de los cromosomas, mutaciones, tales como cambios de un par de bases, 
pequeñas inserciones, deleciones o modificaciones en el número de copias de secuencias 
repetidas, activación de elementos transponibles, etc. Los aspectos epigenéticos relativos a la 
variación somaclonal estarían relacionados con la activación de transposones y 
retrotransposones, mecanismos de silenciamiento de genes y variaciones del patrón de 
metilación (Chen y Ahuja, 1993; DeVerno, 1995; Kaepler et al, 2000; Aravanopoulus, 2003). 
La mayor parte de la variación somaclonal se debe a cambios en el genoma nuclear, aunque 
también puede ser causado por cambios en el genoma de  orgánulos.  
 
Se ha indicado la posible existencia en el genoma de secuencias más susceptibles a 
sufrir alteraciones, de modo que las condiciones del cultivo in vitro podrían incrementar la 
tasa de mutaciones en esas zonas, especialmente predispuestas a experimentar 
modificaciones. Se han apuntado casos, en los que las variaciones ocurridas durante el cultivo 
in vitro se producían preferentemente en determinadas regiones del ADN, como se ha referido 
en centeno (Linacero et al, 2000) y roble (Wilhelm et al, 2005). 
 
La variación somaclonal también puede mostrar aplicaciones útiles, ya que supone una 
fuente adicional de variabilidad en los programas de mejora vegetal, de manera que el cultivo 
in vitro de plantas puede proporcionar una forma rápida, y sin el uso de tecnología sofisticada, 
de incremento de la variabilidad genética de determinadas especies de interés, empleándose, 
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por ejemplo, para obtener nuevas variedades comerciales sin recurrir a hibridaciones con otras 
especies (Larkin y Scowcroft, 1981). 
 
Se ha indicado que la probabilidad y frecuencia de la aparición de variación 
somaclonal vienen determinados por diversos factores, entre ellos el genotipo, que se ha 
mostrado como uno de los más importantes a tener en cuenta, la fuente del explanto y el nivel 
de ploidía de la especie, el número de subcultivos, aumentando la probabilidad de variación 
genética con la prolongación en el tiempo de los cultivos que pueden ser la causa de la 
pérdida de la pluripotencia o totipotencia de las células, la vía de regeneración empleada, 
aumentando la probabilidad de inestabilidad en la regeneración por vía indirecta (mediante 
callo) frente a la directa, o la organogénesis adventicia frente a la preformada, la composición 
del medio de cultivo, especialmente en cuanto a la presencia de reguladores de crecimiento 
(DeVerno, 1995; Rani y Raina, 2000). 
 
La  embriogénesis somática se ha mostrado como una de las vías de regeneración de 
plantas menos expuesta a generar variación genética, debido a que su consecución implica la 
expresión de muchos genes y, cualquier alteración en los mismos, haría inviable el proceso 
(Vasil, 1995). Sin embargo, al igual que hay trabajos que demuestran la estabilidad genética 
de embriones somáticos y de las plantas que originan (Heinze y Schmidt, 1995; Gallego et al, 
1997; Engelborghs et al, 1998), también hay otros que indican la aparición de variación 
intraclonal (Vendrame et al, 1999; Hornero et al, 2001). Incluso se ha descrito la aparición de 
diferencias entre embriones somáticos, pero no entre las plantas obtenidas tras su germinación 
(DeVerno et al, 1999; Hao y Deng, 2002; Wilhelm et al, 2005). 
 
La detección temprana de posible variación genética es importante si se desea 
mantener la fidelidad clonal (DeVerno, 1995). La incidencia de la variación somaclonal en 
plantas micropropagadas se ha estudiado a diferentes niveles: morfológico, citológico 
(número y estructura de cromosomas), tamaño del genoma, bioquímico (proteínas e 
isoenzimas) y marcadores de ADN (DeVerno, 1995; Rani y Raina, 2000). Los distintos 
métodos varían en su sensibilidad para detectar los cambios genéticos, siendo las técnicas 
basadas en el análisis directo del ADN las que aportan mayor información; se han mostrado 
útiles para la detección de variación precoz, permitiendo identificar a los donantes y hacer un 
seguimiento de su progenie; además, ofrecen la posibilidad de detectar cambios en los 
genomas de cloroplastos y mitocondrias (Aravanopoulos, 2003). Se muestran especialmente 
1. Introducción 
- 33 - 
útiles en el estudio precoz de la fidelidad genética en la micropropagación de árboles, los 
cuales, al poseer un ciclo de vida largo y una fase juvenil prolongada, precisan de más tiempo 
hasta poder evaluar sus características y rendimiento. 
 
 Se han empleado diferentes marcadores de ADN para el estudio de la variación 
somaclonal, según se han ido desarrollando las distintas técnicas y mostrándose 
suficientemente sensibles para este tipo de análisis genético, como RFLPs (Restriction 
Fragment Length Polymorphism), RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLPs 
(Amplified Fragment Length Polymorphism) y microsatélites (SSRs, Simple Sequence 
Repeat), ente otros (Aravanopoulus, 2003). Así mismo, los cambios en el nivel de metilación 
del ADN provocados durante el cultivo in vitro, se han estudiado utilizando enzimas de 
restricción sensibles a la metilación, y la subsiguiente generación de marcadores. Sin 
embargo, la determinación de posible variación genética mediante estos marcadores también 
tiene sus limitaciones, ya que resulta difícil determinar el número de enzimas de restricción, 
en el caso de RFLPs, o cebadores, en el caso de reacciones de PCR, que deberían utilizarse 
para evaluar adecuadamente el genoma analizado (Rani y Raina, 2000). 
 
Los marcadores tipo RFLP han sido utilizados para estimar la variación somaclonal en 
algunas especies leñosas, como Larix sp. (DeVerno et al, 1994), Coffea arabica (Rani et al, 
2000) o Elaeis guineensis (Jaligot et al, 2002). Se han publicado numerosos trabajos de 
análisis de la variación somaclonal en especies arbóreas empleando RAPDs, refiriendo tanto 
la detección de variación, como en Picea abies (Heinze y Schmidt, 1995), Eucalyptus sp. 
(Laia et al, 2000), Musa sp. (Sahijram et al, 2003), Populus deltoides (Rani et al, 1995; 2001), 
Robinia pseudoacacia (Bindiya y Kanwar, 2003), Cedrus libani y C. atlantica (Renau-Morata 
et al, 2005), como la ausencia de la misma, en Quercus suber (Gallego et al, 1997), Picea 
abies (Fourré et al, 1997), Pinus thunbergii (Goto et al, 1998), Elaeis guineensis (Rival et al, 
1998), Picea glauca (DeVerno et al, 1999), Quercus serrata (Ishii et al, 1999), Citrus sinensis 
(Hao y Deng, 2002), Quercus robur (Sanchez et al, 2003), Prunus dulcis (Martins et al, 
2004), Betula pendula (Ryynänen y Aronen, 2005). En algunos trabajos se indica que estos 
marcadores pueden detectar cambios genéticos grandes ocurridos durante el cultivo in vitro, 
pero quizás no resultan lo suficientemente sensibles para detectar pequeños cambios (Taylor 
et al, 1995; Heinze y Schmidt, 1995; Fourré et al, 1997). 
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 Los marcadores AFLP, por su repetibilidad y la generación de muchos más 
marcadores polimórficos por reacción, se han indicado más apropiados que los RAPDs para 
distinguir pequeñas diferencias genéticas (Cervera et al, 1998; Cabrita et al, 2001), resultando, 
por tanto, adecuados para la detección de variación somaclonal. Se han utilizado para evaluar 
la estabilidad genética de plantas regeneradas por cultivo in vitro en especies leñosas como 
Musa sp. (Engelborghs et al, 1998), Elaeis guineensis (Matthes et al, 2001), Carya 
illinoinensis (Vendrame et al, 1999) , Quercus suber (Hornero et al, 2001), Prunus sp. 
(Helliot et al, 2002), Azadirachta indica (Singh et al, 2002), Coffea arabica (Sanchez-Teyer 
et al, 2003), Actinidia deliciosa (Prado et al, 2005), Phoenix dactylifera (Saker et al, 2006). 
 
Los microsatélites están siendo bastante empleados en estudios de diversidad genética, 
debido al alto grado de variabilidad que muestran. Estos marcadores también se están 
utilizando para la detección de inestabilidad genética inducida durante el cultivo in vitro, 
aunque los trabajos publicados son todavía pocos, especialmente en especies arbóreas: 
Populus tremuloides (Rahmann y Rajora, 2001), Actinidia deliciosa (Palombi y Damiano, 
2002), Picea abies (Burg et al, 1999) y Quercus robur (Wilhelm et al, 2005). 
 
 En alcornoque, no se ha detectado variación somaclonal entre embriones somáticos de 
varias líneas embriogénicas originadas a partir de embriones cigóticos, empleando marcadores 
RAPD (Gallego et al, 1997) y AFLP (Hornero et al, 2001), posiblemente debido, según los 
autores, al origen embrionario de los embriones somáticos. Sin embargo, con AFLPs se ha 
detectado cierto nivel de variación en embriones somáticos generados a partir de hojas de 
árbol adulto (Hornero et al, 2001). No se han observado diferencias en cuanto al nivel de 
ploidía entre embriones somáticos y la planta donadora de explantos en esta especie (Loureiro 
et al, 2005). 
 
Variación somática 
 
Se ha referido frecuentemente la aparición de variación somática en especies que se 
propagan vegetativamente de forma natural. Para su detección y estudio se han utilizado los 
mismos tipos de marcadores que los anteriormente descritos para el análisis de la variación 
somaclonal, particularmente los marcadores de ADN. Así, por ejemplo, se ha referido la 
existencia de polimorfismo en AFLPs en una población de Agave fourcroydes que se propaga 
vegetativamente por rizomas (González et al, 2003; Infante et al, 2003) o en marcadores 
RAPD y AFLP entre individuos de clones naturales de Taxus canadiensis (Corradini et al, 
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2002). De igual modo, en estudios de poblaciones clonales, se han referido diferencias 
intraclonales en marcadores AFLP en  Populus nigra (Arens et al, 1998; Winfield et al, 1998) 
o en trabajos de caracterización clonal en especies como Ficus carica (Cabrita et al, 2001). 
Por otro lado, también se ha comprobado la existencia de variación somática dentro de un 
mismo individuo, describiéndose, por ejemplo, variaciones en AFLPs entre tejidos de hoja y 
fruto en Prunus persica (Aranzana et al, 2001), en microsatélites en un mismo individuo de 
Robinia pseudoacacia (Lian et al, 2004). Es un hecho establecido que a nivel somático se 
pueden generar variantes, siendo muchas de estas mutaciones recesivas. Pueden existir 
diversas causas para esta variación, habiéndose incluso descrito en cultivo de tejidos un 
mecanismo de meiosis somática que genera diferentes constituciones genéticas (Giorgetti et 
al, 1995). 
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2 OBJETIVOS GENERALES DE LA TESIS 
 
El principal objetivo de este trabajo de investigación se centra en el estudio de la 
embriogénesis somática como proceso idóneo para la regeneración vegetativa de plantas a 
partir de de alcornoques adultos, y por tanto la posibilidad de clonar árboles sobresalientes. 
 
Se han estudiado determinados aspectos de la embriogénesis somática obtenida a partir 
de hojas de árboles adultos. Para ello, la Memoria de tesis se ha divido en varios apartados, 
que se corresponden con las sucesivas fases del proceso (Figura 4), y en los que se plantearon 
diferentes objetivos: 
 
 Inducción de embriogénesis somática. 
 
9 Estudiar diferentes aspectos de la fase de inducción, con el fin de mejorar el proceso, 
para lo cual se evaluará la influencia de diferentes factores. 
 
9 Definir un protocolo efectivo de inducción aplicable al mayor número de individuos 
adultos. 
 
9 Obtener líneas embriogénicas de alcornoques sobresalientes. 
 
9 Aplicar del protocolo para la conservación de germoplasma vegetal. 
 
 Embriogénesis recurrente. 
 
9 Estudiar la influencia del nivel de irradiancia sobre el proceso de embriogénesis 
recurrente, para un mejor control de la fase proliferativa de la embriogénesis somática. 
 
9 Determinar la posibilidad de conservación a medio plazo con fines operativos, 
mediante el mantenimiento a baja temperatura de los cultivos embriogénicos. Se 
evaluará la influencia de varios factores sobre la recuperación de los cultivos y la 
obtención de embriones escindibles. 
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 Conversión de los embriones somáticos 
 
9 Valorar la influencia de determinados factores en el proceso de conversión de los 
embriones somáticos, para obtener mayores rendimientos en el proceso de 
aclimatación. 
 
9 Lograr la regeneración clonal de alcornoques sobresalientes. 
 
9 Establecer en campo plantas somáticas regeneradas via embriogénesis a partir de 
árboles sobresalientes y de su progenie sexual, para comparar entre orígenes “adulto” y 
“juvenil”, y también para comparar dichas plantas con las de origen cigótico (bellota). 
 
 Fidelidad clonal. Aplicación de marcadores tipo AFLP para la determinación de la 
uniformidad genética de los parentales. 
 
9 Evaluar la validez de la técnica de marcadores de ADN tipo AFLP para la 
determinación de la estabilidad genética en alcornoque. 
 
9 Determinar la posible existencia de variabilidad preexistente dentro de los individuos a 
clonar, en función del grado de desarrollo de las hojas y la posición que ocupan dentro 
del árbol. 
 
 
En la presente Memoria se abordan secuencialmente cada uno de estos objetivos, 
describiendo para cada uno de ellos la metodología utilizada, los resultados y su discusión. 
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Figura 4 Aspectos que se han abordado en las sucesivas fases del proceso de embriogénesis somática, que corresponden con los apartados en los que se ha divido la Memoria 
de tesis. 
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3 INDUCCIÓN DE EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA 
 
3.1 DEFINICIÓN DEL PROTOCOLO ÓPTIMO DE INDUCCIÓN DE 
EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA EN HOJA DE ÁRBOL ADULTO 
 
A continuación se describe el material y métodos utilizados de forma genérica. En 
cada uno de los siguientes apartados de resultados se describirá lo específico de los mismos. 
 
A) RECOGIDA Y TRATAMIENTO DE LAS RAMAS 
 
Para obtener el material vegetal inicial sobre el que se inducirá la embriogénesis 
somática se tomaron ramas de aquellos alcornoques que se pretendían propagar (Figura 5). 
 
Se cortaron ramas de distintos grosores, entre 0,5 y 4 cm de diámetro, para formar 
estacas de alrededor de 15 cm de longitud. Se limpiaron y despojaron de pequeñas ramas y 
hojas, tratándose posteriormente con una solución fungicida [1 g l-1  de CaptosanR® (8% 
carbendazim y 40% captan) y 1 g l-1 de Benoagrex® (50% benomilo)], sumergiéndolas en 
esta solución durante 10 minutos. 
 
Estas estacas se colocaron en cámara de cultivo de alta humedad (80-95%) sobre un 
soporte de perlita, mantenidas a 25±5 ºC de temperatura y con fotoperiodo de 16 h de luz, con 
el fin de forzar la emisión de brotes epicórmicos. Se sometieron a riego diario con agua y 
rociado semanal con la mezcla fungicida descrita (Figura 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 6 Forzado de emisión de brotes epicórmicos de estacas 
de alcornoque en condiciones de alta humedad y 25±5ºC. 
Figura 5 Recogida con pértiga 
de ramas de alcornoque. 
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B) RECOLECCIÓN Y ESTERILIZACIÓN DE LAS HOJAS 
 
Transcurridos 7-10 días aparecieron los primeros brotes epicórmicos (Figura 7). Se 
recolectaron hojas en expansión con tamaños a partir de 0,5 cm (medidas desde el pecíolo 
hasta el ápice) y se esterilizaron con etanol (70%) durante 30 segundos en agitación intensa, 
sumergiéndolas a continuación en lejía comercial (3,5% cloro activo) diluida al 10% y 2 ó 3 
gotas de Tween 20 durante 10 minutos. Por último, se enjuagaron tres veces con agua 
destilada estéril. Estas operaciones se realizaron en condiciones de esterilidad (cabina de flujo 
laminar).  
 
      
Figura 7 Hojas en expansión de brotes epicórmicos en estacas de alcornoque. 
 
C) INTRODUCCIÓN EN CULTIVO DE LAS HOJAS 
 
Se colocaron dos o tres hojas por placa Petri de plástico (60 mm de diámetro, 10 ml de 
medio de cultivo), con el envés en contacto con el medio. Las placas se sellaron con 
Parafilm® (Figura 8). 
 
 Para la inducción de la embriogénesis somática se siguió como base el protocolo 
descrito en Fernández-Guijarro et al (1995) para hojas de planta joven de alcornoque, con la 
excepción de la inclusión de una fase de preacondicionamiento, aplicada en un estudio 
preliminar con hojas de árbol adulto (Toribio et al, 1998). 
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Figura 8 Hojas en expansión puestas en cultivo. 
 
A continuación se describe la metodología utilizada en cuanto a composición de los 
medios de cultivo y condiciones ambientales (ver también el Anexo 1): 
 
9 Fase de Preacondicionamiento: 
 
Macronutrientes de Gamborg (1966, PRL-4-C) diluidos a la mitad, micronutrientes, 
vitaminas y Fe-EDTA de Murashige y Skoog (1962), 10 g l-1 de sacarosa y 6 g l-1 de 
agar (Plantagar S1000; B&V). No se utilizaron reguladores de crecimiento. 
 
Los cultivos se mantuvieron en cámara de cultivo a 25±2 ºC y en oscuridad, durante 7 
días. 
 
9 Fase Primaria de Inducción: 
 
Macronutrientes de Schenk y Hildebrandt (1972), micronutrientes, vitaminas y Fe-
EDTA de Murashige y Skoog (1962), 30 g l-1 de sacarosa y 6 g l-1 de agar (Plantagar 
S1000; B&V), suplementado con 10 µM de BAP (6-Bencilaminopurina) y 10 µM de 
ANA (Ácido 1-Naftalenacético). 
 
Los cultivos se mantuvieron en cámara de cultivo a 25±2ºC de temperatura y 
oscuridad, durante 30 días. 
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9 Fase Secundaria de Inducción: 
 
Macronutrientes de Schenk y Hildebrandt (1972), micronutrientes, vitaminas y Fe-
EDTA de Murashige y Skoog (1962), 30 g l-1 de sacarosa y 6 g l-1 de agar (Plantagar 
S1000; B&V), suplementado con 0,5 µM de BAP y 0,5 µM de ANA. 
 
Los cultivos se mantuvieron en cámara de cultivo a 25±2 ºC y con fotoperiodo de 16 h 
de luz (tubos fluorescentes de SYLVANA GRO-LUX® y PHILIPS cool-white, 120-
180 µmol m-2 seg-1), durante 30 días. 
 
9 Fase de Manifestación: 
 
Macronutrientes de Schenk y Hildebrandt (1972), micronutrientes, vitaminas y Fe-
EDTA de Murashige y Skoog (1962), 30 g l-1 de sacarosa y 6 g l-1 de agar (Plantagar 
S1000; B&V). No se utilizaron reguladores de crecimiento. 
 
Se mantuvieron en las mismas condiciones anteriores, durante 45 días. 
 
Los medios de cultivo se ajustaron a pH 5,75 antes de añadir el agar y se autoclavaron 
a 121 ºC durante 30 min, en volúmenes no superiores a 500 ml. 
 
3.1.1 Brotación de tallos epicórmicos. Influencia del genotipo, momento de recolección y 
densidad de la estaca. 
 
Para estudiar el proceso de brotación, se evaluó el efecto de la densidad de las estacas, 
del genotipo y del momento de recolección de las mismas, sobre el número de brotes 
epicórmicos emitidos por estaca. A fin de caracterizar las estacas, previamente al forzado de 
la brotación se determinó la densidad de las mismas (relación entre el peso y el volumen de la 
estaca, medido este último mediante desplazamiento de agua). Se utilizó este parámetro ya 
que se consideró que esta variable podría influir más en la capacidad de brotación que el 
diámetro de las estacas, debido a la presencia de corcho. 
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Se realizó un diseño factorial completo que incluyó entre 10 y 15 estacas tomadas de 
siete árboles adultos (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80), situados en la finca 
“La Almoraima” (Cádiz). Las ramas se recolectaron en febrero, junio y noviembre de 2003. 
Se empleó una muestra representativa de los distintos tamaños de estacas que se recogieron 
por cada uno de los genotipos. 
 
 Los datos, previamente transformados mediante raíz cuadrada, se analizaron mediante 
ANOVA, utilizando el Statistica para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). Los resultados 
obtenidos se muestran en la Tabla 1. 
 
Tabla 1 Efecto del genotipo y del momento de de recolección de las ramas sobre el número de brotes 
epicórmicos emitidos por estaca (B). Se indica la densidad de las estacas muestreadas (D en gr.ml-1). Los datos 
se refieren a la media de 10 - 15 estacas por genotipo y fecha de recogida ± es (error estándar).  
 Momento de recolección 
 Febrero 2003  Junio 2003  Noviembre 2003 
Genotipo D B  D B  D B 
Alm1 1,0±0,1 4,4±1,0  0,9±0,1 3,2±0,8  1,1±0,1 4,3±1,8 
Alm2 1,1±0,1 5,5±1,0  1,1±0,1 6,8±2,1  1,1±0,1 3,5±1,3 
Alm3 1,0±0,0 7,2±1,1  0,8±0,0 1,1±0,8  1,0±0,0 1,4±0,6 
Alm4 1,6±0,5 8,3±1,7  0,9±0,1 5,6±1,5  0,9±0,1 4,4±0,8 
Alm5 1,7±0,6 3,7±1,2  1,1±0,0 5,8±1,7  1,0±0,1 2,4±0,7 
Alm6 1,2±0,1 4,1±1,3  1,3±0,2 3,6±0,8  1,0±0,0 5,0±2,1 
Alm80 1,3±0,1 4,5±0,9  1,0±0,0 6,1±1,2  1,0±0,0 1,5±0,7 
Media 1,3±0,1 5,4±0,5  1,0±0,0 4,6±0,5  1,0±0,0 3,2±0,5 
 
La brotación de tallos epicórmicos en los segmentos de ramas (estacas) fue abundante, 
emergiendo a través de la corteza trascurrida una semana de su puesta en condiciones de alta 
humedad. Los brotes epicórmicos continuaron creciendo y con aspecto saludable al menos 
durante un mes. Las ventajas de este procedimiento, respecto a la recolección directamente 
del árbol, son el suministro controlado de hojas durante un periodo amplio, y su condición de 
mayor asepsia. Este mismo procedimiento se ha utilizado para la propagación por 
embriogénesis somática en Quercus robur L. (Toribio et al, 2004). 
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 Para analizar la posible influencia de la densidad de la estaca en la brotación, se 
agruparon las medidas de densidad en tres categorías: <0,9; 0,9-1,1; >1,1. Los resultados del 
ANOVA indicaron que la densidad no influyó significativamente en el número de brotes 
epicórmicos emitidos  [F(2,55)=0,003; p<0,9974)]. También se efectuó un análisis de 
correlación entre ambas variables, confirmando la ausencia de relación entre éstas [coeficiente 
de correlación de Pearson rdb=-0,006, p=0,463]. Esta ausencia de relación en alcornoque entre 
esta característica métrica de la estaca y su capacidad de brotación, contrasta con los 
resultados obtenidos en roble, en el que se ha referido la existencia de diferencias 
significativas en el número de brotes epicórmicos, en función del diámetro de la estaca 
(Valladares et al, 2006). 
  
En conjunto, la media de brotación por estaca fue de 4,8±0,5 brotes. Tanto el genotipo 
[F(6,224)=2,44; p<0,0265)], como el momento de recolección [F(2,224)=5,05; p<0,00713)], 
influyeron significativamente en la brotación. En febrero se obtuvo la máxima brotación y la 
mínima en noviembre (Tabla 1). La interacción significativa entre ambos factores 
[F(12,224)=2,65; p<0,0024)] nos indica que los distintos genotipos mostraron diferentes 
capacidades de brotación en función del momento de recolección de las ramas. Las máximas 
capacidades de brotación de los distintos genotipos no coincidieron en las mismas épocas de 
recolección. Así mientras que para Alm3 y Alm4 el máximo de brotación fue en febrero, para 
Alm2 y Alm80, fue en junio y para Alm6 fue en noviembre (Figura 9). 
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Figura 9 Influencia del genotipo y momento de recolección en el número de brotes epicórmicos emitidos por 
estaca. 
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Al contrario que en nuestro caso, en roble no se observaron diferencias debidas al 
momento de recolección sobre el número de brotes emitidos por segmento de rama 
(Valladares et al, 2006). Este hecho podría deberse a que en dicho trabajo se analizó el 
comportamiento de un único genotipo, y como hemos comprobado en nuestro trabajo, este 
factor ejerce una influencia importante sobre la capacidad de brotación, existiendo genotipos 
que tienen un comportamiento prácticamente igual en todos los momentos de recogida. 
 
Los datos nos indicaron que en febrero las estacas aportaron un mayor número medio 
de brotes, aunque esto no fue así en todos lo genotipos. En este sentido nuestros resultados 
están en la línea de los obtenidos por Valladares et al (2006), que observaron la mejor 
respuesta de brotación del roble en marzo, con las ramas de mayor diámetro, sugiriendo una 
relación de la movilización de hormonas y nutrientes en ese momento en el árbol. 
 
Por ello, en general, cuando se plantee la regeneración de un genotipo de alcornoque 
determinado, no se conocerá a priori la época de recolección más apropiada para la obtención 
de un número suficiente de brotes epicórmicos para iniciar el protocolo de embriogénesis 
somática. 
 
3.1.2 Introducción en cultivo. Contaminación de las hojas. 
 
En base a observaciones previas en relación con la contaminación de las hojas puestas 
en cultivo, se decidió evaluar la influencia del origen del árbol y del tiempo de permanencia 
del brote en la rama sobre la frecuencia de contaminación. Para ello se tomaron datos del 
cultivo de hojas brotadas en trozos de ramas procedentes de 11 árboles de Gerona, recogidas 
en diciembre de 1998, de 10 árboles de Madrid y 20 de Salamanca recogidas en febrero de 
1999, y de 29 árboles de Cádiz recogidas en mayo de 1999. Se distinguió entre hojas de 
recolección temprana (de brotes epicórmicos de reciente emisión, una semana desde su 
emisión) y recolección tardía (de brotes de permanencia más larga, tres semanas desde su 
emisión).  
 
El recuento de las hojas contaminadas se realizó en dos momentos distintos: al cabo de 
una semana de su puesta en cultivo (al término de la fase de preacondicionamiento, que 
denominamos contaminación a corto plazo), y al cabo de 16 semanas (al término del ensayo 
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de inducción, que denominamos contaminación a largo plazo). Se aplicó el test de 
independencia de Chi-cuadrado, para detectar diferencias significativas. 
 
Como se puede observar en la Tabla 2, el origen de las hojas influyó 
significativamente en la frecuencia de contaminación de las hojas, desde el 20% (Cádiz) al 
74% (Gerona). El tiempo de permanencia del brote en la estaca, también influyó 
significativamente en la contaminación, observándose menor contaminación en las hojas de 
recolección temprana. La contaminación de las hojas al cabo de 1 semana en cultivo (corto 
plazo) fue inferior a la que se obtuvo después de 16 semanas en cultivo (largo plazo), tanto en 
la recolección temprana como tardía. 
 
Tabla 2 Influencia del origen del material vegetal y de la permanencia del brote  en la estaca (temprana vs 
tardía) sobre la proporción de hojas contaminadas a corto plazo (CP) y a largo plazo (LP). N: número de hojas 
puestas en cultivo. 
 Recolección temprana  Recolección tardía  
Comparación 
recolección temprana 
vs tardía 
N CP LP  N CP LP  CP LP Origen  % %   % %  χ2 χ2 
Gerona 288 1,4 73,6  - - -  - - 
Madrid+ 
Salamanca
825 8,6 40,8  300 23,3 54,3  39,93* 16,11* 
Cádiz 1210 1,1 2,9  475 9,7 20,4  65,33* 127,71* 
Origen del material vegetal    
χ2  77,46* 852,82*   26,14* 94,17*    
*p<0,0001  
 
 
De acuerdo con lo referido por George (1993), la contaminación detectada a corto 
plazo podría deberse a microorganismos epifíticos, que no han podido ser eliminados en la 
desinfección de las hojas previa al cultivo, mientras que la observada a largo plazo podría ser 
causada por microorganismos de tipo endofítico. El hecho de que el material procedente de 
Gerona sea el más contaminado, puede estar relacionado con la localización de los árboles en 
una zona con mayor grado de polución (cercana a carreteras y áreas urbanas) que el resto de 
los árboles, que están localizados en áreas naturales o agroforestales. Por lo cual, hay que 
tener en cuenta esta circunstancia, siendo deseable la elección de aquellos árboles que crezcan 
en condiciones de baja contaminación ambiental, lo cual posibilitaría menores 
contaminaciones endofíticas. Algunos autores han manifestado que la contaminación 
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endofítica podría estar influida por la estación anual, como en Carica papaya (Litz and 
Conover, 1981; de Winnaar, 1988). Nosotros observamos también una diferencia entre dos 
momentos de recogida, entre un 2,5% de contaminación para una recogida que se hizo en 
mayo frente a un 11,3% para una recogida en enero de árboles de la Finca La Almoraima 
(Cádiz). Sin embargo, otras recogidas del mismo material en meses de febrero, junio y 
noviembre, mostraron porcentajes similares de contaminación, en torno al 12%. Esto 
descartaría una influencia estacional sobre la contaminación, que estaría condicionada por 
otros factores. 
 
3.1.3 Inducción de embriogénesis somática. Influencia del origen y genotipo. 
 
El material vegetal utilizado para la inducción de embriogénesis somática fueron hojas 
obtenidas de la brotación de ramas de 19 alcornoques adultos de varias regiones de 
procedencia españolas, los cuales crecen en parajes naturales o agroforestales: 6 árboles en 
Torrelaguna (Madrid), 6 árboles en Valdelosa (Salamanca), 4 árboles en la finca “La 
Almoraima” (Cádiz) y 3 árboles en Sierra Madrona (Ciudad Real). Las ramas se recogieron 
en distintos momentos, desde diciembre de 1998 a mayo de 1999. 
 
Se aplicó el protocolo anteriormente definido. Las hojas se dispusieron en 4 
repeticiones por genotipo. Al término del ensayo los resultados se contabilizaron sobre una 
cantidad variable de hojas, entre 12 y 36 por repetición, en función de su disponibilidad 
debido a las pérdidas por contaminación. Transcurridos 45 días en cultivo en la fase de 
manifestación, se tomó el número de hojas que mostraron embriogénesis somática. Los 
resultados, transformados mediante la función arcoseno, se analizaron mediante ANOVA, 
utilizando el Statistica para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). 
 
Se obtuvo embriogénesis somática en 12 de los 19 genotipos ensayados (Tabla 3). En 
algunos casos las primeras manifestaciones se observaron en la fase secundaria de inducción, 
aunque en la mayoría de los casos aparecieron durante la fase de manifestación. La formación 
de embriones somáticos aparece sobre el explanto, tanto en el haz como en el envés de la hoja 
y en el pecíolo, en zonas próximas a la nerviación y en los bordes. Aparentemente, no se 
forman a partir de callo, sino directamente sobre el tejido, formando proliferaciones 
embriogénicas por embriogénesis recurrente. Como se puede observar en la Figura 10 se 
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obtienen embriones en los primeros estadios del desarrollo y en distintos grados de 
maduración. 
 
El análisis de los datos mostró que el genotipo tiene una gran influencia en la 
respuesta [F(15,48)=9,38; p<0,0000]. Con respecto a la procedencia, aunque el rango de 
respuestas fue relativamente amplio, entre 1,9% para la de Valdelosa y 7,8% para la de 
Torrelaguna, este efecto no mostró influencia significativa [F(3,60)=2,32; p<0,08]. La 
frecuencia de inducción de embriogénesis somática varió del 1,3% (S14 y SM18) al 28,5% 
(M11). En el análisis estadístico no se incluyeron los genotipos M14, S1 y S16 (de los que se 
muestran los porcentajes de embriogénesis) debido al bajo número de hojas sin contaminación 
(Tabla 3). 
 
Tabla 3 Influencia del origen y el genotipo de los árboles sobre la proporción de hojas sin contaminar que 
formaron embriones somáticos (ES) después de 45 días en el medio de manifestación. Los datos se refieren a la 
media de las 4 repeticiones por genotipo ± es. N: número de hojas no contaminadas. 
Origen Genotipo N ES (%) 
M10 92 3,1±2,0 
M11 89 28,5±5,9 
M12 68 2,8±1,6 
M14* 21 4,2 
M15 110 4,7±2,2 
M18 87 0 
Torrelaguna 
Total 467 7,8±2,7 
    
S1* 38 6,3 
S2 64 6,5±2,6 
S7 75 0 
S9 51 0 
S14 77 1,3±1,3 
S16* 12 2,8 
Valdelosa 
Total 317 1,9±0,9 
    
A4 98 8,2±1,7 
A13 65 0 
A14 134 0 
A26 81 0 
La Almoraima 
Total 378 2,0±1,0 
    
SM17 99 8,1±2,8 
SM18 84 1,3±1,3 
SM24 80 0 
Sierra 
Madrona 
Total 263 3,1±1,4 
* genotipos no incluidos en el análisis estadístico. 
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Figura 10 Embriogénesis somática inducida en hojas de alcornoques adultos. 
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Estos resultados confirmaron la posibilidad de clonar árboles adultos de alcornoque, 
ya referida en el trabajo preliminar de Toribio et al. (1998). Debido a la gran capacidad de 
multiplicación por embriogénesis secundaria que ofrece esta técnica en alcornoque 
(Fernández Guijarro et al, 1995), es más importante mejorar el protocolo de inducción de 
embriogénesis para lograrla en el mayor número posible de genotipos, que la obtención de 
altas frecuencias de inducción individuales. 
 
Existen genotipos más predispuestos que otros para generar embriogénesis somática 
(von Arnold et al, 2002). Se ha reseñado la influencia del genotipo sobre la inducción de 
embriogénesis en hojas de plantas madres seleccionadas en café (Berthouly y Etienne, 1999) 
o en hojas de planta joven en Quercus robur (Cuenca et al, 1999). En general, la influencia 
del genotipo en los procesos morfogénicos ha sido ampliamente referida, habiéndose 
realizado incluso estudios sobre el control genético de la embriogénesis somática en 
embriones cigóticos (Cheliak y Klimaszewska, 1991; Park et al, 1993; Kim et al, 1997; 
Fernández-Guijarro, 1997) o en tejidos no embriogénicos (Barro et al, 1999).  
 
Por otra parte, en especies forestales, altamente heterocigóticas, la variabilidad 
observada para muchos caracteres es mucho más importante a nivel individual que entre 
poblaciones (Savill y Kanowski, 1993). Los datos de este ensayo confirmaron este hecho para 
la capacidad de embriogénesis. 
 
3.1.4 Fase Primaria de Inducción. Influencia del tiempo en cultivo y reguladores de 
crecimiento. 
 
Para la optimización del protocolo, uno de los primeros factores a considerar es la 
acción de los reguladores de crecimiento. La duración de la aplicación puede ser importante 
ya que en defecto no se lograría la inducción deseada y en exceso podría generar distorsiones 
en el desarrollo que nos impedirían observar una posible embriogénesis. Por otra parte puede 
ser útil reducir el tiempo necesario para la obtención de la respuesta requerida. En este trabajo 
se evaluó el efecto del tiempo en cultivo durante la fase primaria de inducción, en la que se 
aplican dosis altas de reguladores de crecimiento, sobre la respuesta embriogénica. Se 
ensayaron tiempos en cultivo inferiores (7 y 15 días) al propuesto en el protocolo inicial 
descrito (30 días).  
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En este ensayo se utilizaron hojas tomadas aleatoriamente de estacas de 9 árboles 
procedentes de Torrelaguna (Madrid), cuyas ramas se recogieron en el mes de diciembre de 
1998. 
 
El estudio se llevó a cabo con un mínimo de 4 repeticiones para cada uno de los 
tratamientos de 7, 15 y 30 días. Los resultados se contabilizaron sobre una cantidad variable 
de hojas, entre 24 y 41 por repetición, en función de su disponibilidad debido a las pérdidas 
por contaminación. Transcurridos 45 días en cultivo en la fase de manifestación, se contó el 
número de hojas que mostraron embriogénesis somática. Los resultados, transformados 
mediante la función arcoseno, se analizaron mediante ANOVA, utilizando el Statistica para 
Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). 
 
El efecto del periodo de exposición a las dosis hormonales empleadas fue muy 
significativo [F(2,15)=37,34; P<0,0001]. La duración más efectiva fue de 30 días, siendo la de 
7 días insuficiente para obtener la respuesta embriogénica (Tabla 4). 
 
Tabla 4 Efecto del tiempo en cultivo durante la fase primaria de inducción sobre la proporción de hojas de 
alcornoque que forman embriones somáticos (ES) después de 45 días en el medio de manifestación. Los datos se 
refieren a la media de un mínimo de cuatro repeticiones ± es. N: número de hojas no contaminadas. 
Tiempo en 
cultivo (días) N ES (%) 
7 195 0 
15 256 1,6±0,5 
30 151 11,9±1,2 
 
 
 Por otra parte, se evaluó el efecto de diferentes concentraciones de BAP y ANA 
durante la fase primaria de inducción sobre dicha respuesta, aplicando de nuevo el protocolo 
inicial descrito. Para ello se realizaron los siguientes ensayos: 
 
Ensayo I. Las hojas utilizadas se tomaron aleatoriamente de estacas procedentes de 
ramas recolectadas en diciembre de 1998, de 9 árboles de Torrelaguna (Madrid) y 11 de “La 
Selva” (Gerona). Se realizó un ensayo factorial completo con las combinaciones de los 
reguladores de crecimiento siguientes: 0 ó 10 µM de BAP y 0, 10 ó 50 µM de ANA. Se 
realizaron 4 repeticiones por tratamiento, tomándose los datos sobre un número variable de 
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hojas, con una media de 10-14 hojas por repetición, en función de su disponibilidad después 
de las pérdidas por contaminación. 
 
Ensayo II. Se utilizaron hojas tomadas al azar de estacas procedentes de 29 árboles de 
“La Almoraima” (Cádiz) y 12 árboles de Sierra Madrona (Ciudad Real), cuyas ramas se  
recogieron en mayo de 1999. Se realizó un ensayo factorial completo con las combinaciones 
de los reguladores de crecimiento siguientes: 1, 10 ó 20 µM de BAP y 10, 50 ó 100 µM de 
ANA. Se realizaron 4 repeticiones por tratamiento, realizándose los conteos sobre una media 
de 22-73 hojas por repetición, en función de su disponibilidad después de las pérdidas por 
contaminación. 
 
Se contabilizó el número de hojas que mostraron embriogénesis somática, 
transcurridos 45 días en cultivo en la fase de manifestación. Los resultados, transformados 
mediante la función arcoseno, se analizaron mediante ANOVA, utilizando el Statistica para 
Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). 
 
En ambos ensayos las combinaciones de reguladores probadas se realizaron con un 
número considerable de genotipos, con lo que se consideró minimizada la posible influencia 
del genotipo sobre los resultados. 
 
Tabla 5 Ensayo I. Efecto de la presencia o ausencia de BAP y ANA en la fase primaria de inducción sobre la 
proporción de hojas que forman embriones somáticos (ES) después de 45 días en el medio de manifestación. Los 
datos se refieren a la media de 4 repeticiones por tratamiento ± es. N: número total de hojas no contaminadas. 
  ANA (µM) 
  0  10  50 
  N ES (%)  N ES (%)  N ES (%) 
0 41 0  44 0  41 0 
BAP(µM) 
10 40 0  47 0  59 20,3±5,6 
 
 
En la Tabla 5 se muestra que la presencia de ambos reguladores de crecimiento (BAP 
y ANA) es esencial para inducir embriogénesis somática, pues cuando alguno de ellos está 
ausente no se obtiene la respuesta de inducción. Este resultado está en la línea de lo referido 
para encina (Féraud-Keller y Espagnac, 1989). La combinación de reguladores de 10 µM de 
BAP + 50 µM de ANA superó la respuesta de inducción obtenida con la combinación 
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empleada en el protocolo inicial (10 µM de BAP + 10 µM de ANA). En este ensayo no se 
obtuvo respuesta con esta combinación. 
 
En el Ensayo II se obtuvo embriogénesis somática en las 9 combinaciones ensayadas. 
La influencia de ambos reguladores de crecimiento en la frecuencia de inducción fue muy 
significativa, tanto para el ANA [F(2,35)=10,42; p<0,0003] como para el BAP [F(2,35)=9,67; 
p<0,0005]. Sin embargo la interacción entre los dos reguladores no resultó significativa 
[F(4,35)=0,87; p<0,493]. En la Tabla 6, se vuelve a observar que la mayor respuesta 
embriogénica en el ensayo II, al igual que en el ensayo I, se obtuvo con la combinación 10 
µM de BAP + 50 µM de ANA (26,4%). En esta ocasión sí se obtuvo embriogénesis (10,3%) 
con la combinación descrita en el protocolo inicial (10 µM de BAP + 10 µM de ANA). Esta 
disparidad en la respuesta puede deberse a una posible influencia del momento de recolección 
de las estacas, unida al bajo número de hojas sobre las que se contabilizaron los datos en el 
ensayo I. 
 
Tabla 6 Ensayo II. Efecto de la combinación de BAP y ANA en la fase primaria de inducción sobre la 
proporción de hojas que forman embriones somáticos (ES) después de 45 días en el medio de manifestación. Los 
datos se refieren a la media de 4 repeticiones por tratamiento ± es. N: número total de hojas no contaminadas. 
Medias seguidas de la misma letra no difieren significativamente (Test de Duncan; nivel de significación al 5%).  
  ANA (µM) 
  10  50  100   
  N ES (%)  N ES (%)  N ES (%)  Media 
1 109 5,4±0,9  111 17,2±1,8  90 16,5±4,1  13,0±2,1a
10 281 10,3±1,9  286 26,4±3,2  295 19,7±3,4  19,6±2,2bBAP(µM) 
20 195 5,5±2,0  195 8,7±0,9  191 10,9±4,7  8,4±1,7c 
Media   7,3±1,1a   19,2±2,5b   16,7±2,3b   
 
Aunque ambos reguladores tienen una influencia significativa, al no interaccionar se 
supone que actúan de forma independiente, al menos en las concentraciones probadas. 
Trabajos previos también han indicado que la combinación entre ANA y BAP es necesaria 
para la inducción de embriogénesis en hojas de plántulas tanto de esta especie (Fernández-
Guijarro et al, 1995), como de Quercus rubra (Rancillac et al, 1996) y de Quercus robur 
(Cuenca et al, 1999), así como en hojas de árboles adultos de Quercus robur (Toribio et al, 
2004). 
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3.1.5 Efecto del tamaño de las hojas puestas en cultivo.  
 
Para evaluar la influencia del grado de desarrollo de las hojas en expansión sobre la 
respuesta embriogénica, se agruparon las hojas en tres clases de tamaños: 0,5-1,5; 1,5-2; >2 
cm (medidas desde el pecíolo hasta el ápice). Se aplicó el protocolo inicial descrito. Se 
utilizaron hojas tomadas al azar de estacas  procedentes de 11 árboles de “La Selva” (Gerona), 
cuyas ramas se recogieron en diciembre de 1998. Posteriormente se repitió el ensayo con 
hojas procedentes de 10 árboles de Torrelaguna (Madrid) más 20 árboles de Valdelosa 
(Salamanca), cuyas recogidas se hicieron en febrero de 1999. 
 
Se realizaron 4 repeticiones por tamaño de hoja, agrupándose los datos de ambos 
ensayos dado que no había diferencias significativas entre sus medias. Los datos se tomaron 
sobre una media de entre 10 y 23 hojas por repetición, en función de su disponibilidad tras las 
pérdidas por contaminación. Se contabilizó el número de hojas que mostraron embriogénesis 
somática, transcurridos 45 días en cultivo en la fase de manifestación. 
 
Sólo se consiguió embriogénesis somática en el caso del cultivo de las hojas más 
pequeñas (0,5–1,5 cm), no obteniendo respuesta embriogénica cuando las hojas sobrepasaban 
este tamaño, aunque aún no estuvieran completamente expandidas (Tabla 7).  
 
Tabla 7 Influencia del tamaño (cm) de las hojas en expansión puestas en cultivo sobre la proporción de hojas 
que forman embriones somáticos (ES) después de 45 días en el medio de manifestación. Los datos se refieren a 
la media de las 4 repeticiones por tamaño ± es. N: número total de hojas no contaminadas. 
Tamaño N ES (%) 
0,5 – 1,5 91 8,8 
1,5 - 2 84 0 
>2 38 0 
Total 213 3,7 
 
 
Estos resultados indicaron que el grado de desarrollo de las hojas es un factor 
determinante para la inducción. Se ha sugerido que aquellas células que están al comienzo de 
una división activa, son más susceptibles para redirigir su expresión genética hacia un patrón 
embriogénico. Este fenómeno podría estar relacionado con la existencia de una ventana de 
desarrollo activa para la inducción (Merkle et al, 1995), que por otra parte ha sido establecida 
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para la inducción de embriogénesis somática en embriones cigóticos de muchas especies, 
tanto frondosas (Wilhelm, 2000) como coníferas (Klimaszewska y Cyr, 2002). 
 
3.1.6 Efecto de la Fase de Preacondicionamiento. 
 
La inclusión de la fase de preacondicionamiento de los explantos en el protocolo 
inicialmente definido para la obtención de embriogénesis somática en hojas de plantas 
jóvenes, se diseñó para eliminar el posible efecto nocivo de la emisión de fenoles al medio 
por parte del explanto, sirviendo además para desechar las hojas contaminadas inicialmente 
(Toribio et al, 1998). Este ensayo se realizó para comprobar la posible influencia de esta fase 
del cultivo sobre la inducción de embriogénesis. 
Se utilizaron ramas de siete árboles recogidas en febrero de 2003 en la finca “La 
Almoraima” (Cádiz) (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80). Se aplicó el 
protocolo inicial descrito pero cultivando hojas de tamaño inferior a 1,5 cm, en medio de 
inducción primaria suplementado con 50 µM de ANA y 10 µM de BAP, y suprimiendo la fase 
de preacondicionamiento. Se realizaron 4 repeticiones por genotipo, analizándose los datos 
sobre un promedio de entre 12 y 48 hojas por repetición, en función de su disponibilidad 
despés de las pérdidas por contaminación. Se contabilizó el número de hojas que mostraron 
embriogénesis somática transcurridos 45 días en cultivo en la fase de manifestación. Como 
control se utilizaron los datos de inducción de un experimento con material selecto (descrito 
en el siguiente apartado), en el que se utilizó el mismo material y se aplicó el protocolo que 
incluye la fase de preacondicionamiento. Los resultados, transformados mediante la función 
arcoseno, se analizaron mediante ANOVA, utilizando el Statistica para Windows® 5.1 
(StatSoft, Inc. 1996). 
 
La comparación de los datos obtenidos del protocolo en el que se suprimió la fase de 
preacondicionamiento con los que se obtuvieron siguiendo el protocolo completo, mostró que 
la inducción de embriogénesis se vio favorecida cuando los cultivos se sometieron a la dicha 
fase [F(1,42)=7,93; p<0,0074] (Tabla 8). Sin embargo el efecto de la inclusión de esta fase no 
fue el mismo para todos los genotipos ensayados, siendo la interacción muy significativa 
[F(6,42)=5,31;p<0,0004]. Mientras que los genotipos Alm4 y Alm5 incrementaron las 
frecuencias de inducción al tratarlos con la fase de preacondicionamiento, en el caso del 
genotipo Alm3 disminuyó (Tabla 8). 
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Tabla 8 Influencia de la aplicación de la fase de preacondicionamiento sobre la proporción de hojas de 
diferentes genotipos de alcornoque que forman embriones somáticos (ES), después de 45 días en el medio de 
manifestación. Los datos se refieren a la media de 4 repeticiones por tratamiento ± es. N: número total de hojas 
no contaminadas.  
  Sin fase de preacondicionamiento  Con fase de preacondicionamiento
Genotipo  N ES (%)  N ES (%) 
Alm1  50 10,0±6,7  161 15,5±4,2 
Alm2  130 6,9±1,6  208 4,8±0,5 
Alm3  131 33,6±3,8  179 18,4±2,1 
Alm4  194 9,3±1,2  179 21,8±3,8 
Alm5  143 15,4±2,2  165 43,0±3,3 
Alm6  109 13,8±2,6  189 12,2±0,7 
Alm80  86 1,2±1,1  235 3,0±1,1 
Total  843 13,5±0,8  1316 15,8±1,2 
 
Se ha indicado que el estrés producido por el daño infringido por las lesiones y la 
desinfección de las hojas puede provocar el inicio de la respuesta embriogénica. Una 
depleción de nutrientes en el medio de cultivo, como el empleado en la fase de 
preacondicionamiento, podría provocar un estrés nutritivo, que promoviera la respuesta en 
aquellos genotipos sensibles (von Aderkas y Bonga, 2000; Fehér et al, 2003). 
 
 
Los resultados obtenidos de los ensayos anteriores, dirigidos a la optimización de los 
sistemas de cultivo, permitieron adecuar las metodologías para la obtención de mayores 
frecuencias de inducción. Por ello se adoptó como protocolo optimizado un tamaño 
determinado de hoja más susceptible a la inducción (tamaño entre 0,5-1,5 cm en expansión) y 
una concentración de reguladores de crecimiento más eficiente (50 µM de ANA y 10 µM de 
BAP), manteniendo la fase de preacondicionamiento. 
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3.2 APLICACIÓN DEL PROTOCOLO OPTIMIZADO PARA LA REGENERACIÓN 
DE ÁRBOLES SOBRESALIENTES. 
 
3.2.1 Origen Cádiz. 
 
Se recogieron ramas de siete árboles sobresalientes (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, 
Alm6 y Alm80) de la finca “La Almoraima” (Cádiz) en distintas fechas para evaluar la 
influencia del genotipo y del momento de recolección de las ramas en la inducción de 
embriogénesis somática. Los árboles fueron elegidos sin ningún criterio específico de entre 
una selección de árboles sobresalientes realizada en dicha finca, basada en datos relativos a 
las caracteríticas del árbol y a la producción de corcho, tanto en cantidad como en calidad 
(Catalán et al, 1997) (Figura 11). Las recogidas se realizaron: en mayo de 1999, enero de 
2001 (ramas pertenecientes a cinco genotipos); febrero y mayo de 2002 y febrero, junio y 
noviembre de 2003 (ramas pertenecientes a los siete genotipos).  
 
Se aplicó el protocolo optimizado en cuanto a tamaño de hoja y concentración de 
reguladores. Se realizaron 4 repeticiones por genotipo y momento de recogida, realizándose 
los recuentos sobre una media de 41 hojas por repetición, en función de su disponibilidad 
después de las pérdidas por contaminación. Se contabilizó el número de hojas que mostraron 
embriogénesis somática transcurridos 45 días en cultivo en la fase de manifestación. Los 
resultados transformados mediante la función arcoseno, se analizaron mediante ANOVA, 
utilizando el Statistica para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). Los resultados obtenidos se 
recogen en la Tabla 9, aunque para la realización del análisis estadístico solamente se 
utilizaron los datos correspondientes a las recogidas de febrero de 2002, y febrero, junio y 
noviembre de 2003, debido al bajo número de hojas disponibles en las otras recogidas. 
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Figura 11 Árboles sobresalientes (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80) de la finca “La 
Almoraima” (Cádiz). 
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Tabla 9 Influencia del genotipo y momento de recolección sobre la proporción de hojas de alcornoques sobresalientes de “La Almoraima” (Cádiz) que forman embriones 
somáticos (ES) después de 45 días en el medio de manifestación. Los datos se refieren a la media de 4 repeticiones por genotipo ± es. N: número total de hojas no 
contaminadas. 
 
 Mayo 1999*  Enero 2001*  Febrero 2002  Mayo 2002*  Febrero 2003  Junio 2003  Noviembre 2003  Total 
Genotipo N ES (%) 
 N ES (%) 
 N ES (%) 
 N ES (%) 
 N ES (%) 
 N ES (%) 
 N ES (%) 
 N ES (%) 
Alm1 - - 
 
- - 
 
135 23,0±5,0
 
0 - 
 
161 15,5±4,2
 
200 0 
 
144 12,5±4,6 
 
640 11,7±3,2 
Alm2 - - 
 
- - 
 
184 5,4±1,2 
 
108 0 
 
208 4,8±0,5 
 
242 0 
 
116 4,3±2,6 
 
858 2,9±0,4 
Alm3 11 90,9 
 
46 0 
 
156 33,3±3,8
 
0 - 
 
179 18,4±2,1
 
27 0 
 
130 43,1±7,8 
 
549 27,4±1,6 
Alm4 293 7,5 
 
48 2,1 
 
209 12,0±1,9
 
24 37,5±10,5
 
179 21,8±3,8
 
172 0 
 
106 43,4±6,0 
 
1031 13,9±1,5 
Alm5 337 38,0  
 
28 28,6 
 
201 32,8±3,3
 
37 5,4 
 
165 43,0±3,3
 
169 0 
 
124 4,8±2,8 
 
1061 26,6±1,3 
Alm6 260 20,0 
 
21 19,0 
 
260 22,7±1,7
 
6 0 
 
189 12,2±0,7
 
97 1,0±1,0
 
103 10,7±1,9 
 
936 16,0±0,2 
Alm80 19 15,8 
 
14 0 
 
185 4,9±1,9 
 
72 6,9±2,7 
 
235 3,0±1,1 
 
195 1,5±1,0
 
122 9,8±2,3 
 
842 4,7±0,3 
                        
Total 920 23,4±1,2  157 8,3  1330 18,9±1,0  247 6,5±2,0  1316 15,8±1,2  1102 0,4±0,1  845 18,2±1,2  5917 14,7±1,8 
 
*Datos no incluidos en el análisis estadístico. 
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Se comprobó la idoneidad del protocolo optimizado descrito, ya que posibilitó la 
obtención de líneas embriogénicas en la totalidad de los genotipos sobresalientes utilizados. 
 
Se volvió a confirmar la influencia del genotipo en la inducción de embriogénesis 
somática en hoja de árbol adulto [F(6,84)=21,79; p<0,0000], siendo los genotipos Alm3, 
Alm5 y Alm6 los que mostraron mayores frecuencias de inducción, y los genotipos Alm2 y 
Alm80 los de menor (Tabla 9). 
 
Sobre la base de las diferencias observadas en las respuestas de inducción en el 
material vegetal recogido en mayo de 1999 y enero de 2001, se sugirió una posible influencia 
sobre la inducción del momento en la que se recolectan las ramas. 
 
Las frecuencias de inducción variaron muy significativamente en función del 
momento de recolección [F(3,84)=123,41; p<0,0000]. Las máximas frecuencias de inducción 
se obtuvieron en las recogidas de febrero de 2002 y noviembre de 2003, mostrándose una 
drástica disminución en los resultados obtenidos en el mes de junio de 2003. La interacción 
significativa entre el genotipo y el momento de recolección de las ramas [F(18,84)=11,52; 
p<0,0000] nos indica que los distintos genotipos muestran diferentes capacidades 
embriogénicas en función del momento de recolección. Por ejemplo, mientras que las 
mayores frecuencias para Alm4 se obtuvieron en noviembre de 2003, para Alm5 se 
obtuvieron en febrero de 2003, para Alm1 en febrero de 2002 y para Alm3 en noviembre de 
2003. Es de destacar la ausencia de respuesta embriogénica de la mayoría de los genotipos en 
el mes de junio de 2003. 
 
3.2.2 Origen Cáceres. 
 
Se utilizaron árboles sobresalientes, seleccionados por la empresa TRAGSA en cuanto 
a producción y calidad del corcho a partir de los datos de la Red de Rodales selectos de 
Quercus suber, realizada por el Instituto del Corcho, la Madera y el Carbón Vegetal (Instituto 
CMC) de la Junta de Extremadura. Se recogieron ramas de nueve árboles de tres rodales 
selectos de Cáceres y en ellos se evaluó la influencia del genotipo en la inducción de 
embriogénesis somática. En octubre de 2002 se recolectó material de los genotipos I2A, II2A, 
I3A y II3A (rodal selecto “El Disparaton”); en febrero de 2003 se realizó una nueva recogida 
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de los genotipos II2A y  II3A y además de los árboles CH1A y CH2A (rodal selecto “La 
Cholaica”) y 1ASL, 2ASL y 3ASL (rodal selecto “Santa Leocadia”).  
 
Se aplicó el protocolo optimizado en cuanto a tamaño de hoja y concentración de 
reguladores. Se realizaron 4 repeticiones por genotipo, realizándose los recuentos sobre una 
media de 74 hojas por repetición, en función de su disponibilidad después de las pérdidas por 
contaminación. Se contabilizó el número de hojas que mostraron embriogénesis somática 
transcurridos 45 días en cultivo en la fase de manifestación. Los resultados transformados 
mediante la función arcoseno, se analizaron mediante ANOVA, utilizando el Statistica para 
Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). 
 
Tabla 10 Influencia del genotipo sobre la proporción de hojas de alcornoques sobresalientes de Cáceres que 
forman embriones somáticos (ES) después de 45 días en el medio de manifestación. Las datos se refieren a la 
media de 4 repeticiones por genotipo ± es. N: número de hojas no contaminadas. 
 Octubre 2002  Febrero 2003 
Genotipo N ES (%)  N ES (%) 
I2A 565 9,1±3,3  - - 
I3A 452 5,8±0,8  - - 
II2A 245 19,6±1,1  61 5,0±1,7 
II3A 130 7,2±4,1  112 0 
CH1A - -  119 2,5±0,8 
CH2A - -  76 26,6±5,0 
1ASL - -  139 0 
2ASL - -  129 37,1±16,5 
3ASL - -  195 21,5±7,7 
 
 
 
De nuevo se pudieron generar líneas embriogénicas en prácticamente todos los 
genotipos sobresalientes utilizados, mostrándose nuevamente la influencia del genotipo en la 
inducción [F(8,21)=10,25; p<0,00001]. Los genotipos 2ASL (37%) y CH2A (27%) fueron los 
genotipos con mayores frecuencias de inducción, mientras que no se obtuvo embriogénesis en 
el caso de los genotipos II3A (en la recogida de febrero de 2003) y 1ASL (Tabla 10).  
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Las frecuencias de inducción obtenidas en los genotipos de Disparatón (II2A y II3A) 
en las recolecciones de octubre fueron significativamente mayores [F(1,12)=17,90; p<0,0012] 
que las obtenidas en febrero (Tabla 10). Dicho resultado nos confirmó el efecto del momento 
de recogida de los trozos de ramas sobre la inducción de embriogénesis somática, y que un 
mismo genotipo como el caso del II3A puede en una recogida dar embriogénesis y en otra no. 
 
Ya ha sido ampliamente descrito que los procesos morfogénicos están condicionados 
por la estación (Hartmann y Kester, 1983). Hay evidencias de que diferencias estacionales 
influyen en la regulación del ciclo celular y que esto puede afectar los procesos morfogénicos 
(Rohde et al, 1997; Anderson el al, 2001). En esta línea, también hemos observado la 
existencia de un efecto estacional en la emisión de brotes epicórmicos (apartado 3.1.1). Las 
variaciones en las frecuencias de inducción obtenidas en hojas de alcornoque, podrían ser 
consecuencia de un diferente estado fisiológico del árbol en el momento de la recolección que 
influiría en la respuesta embriogénica. La drástica reducción de la capacidad embriogénica 
observada en los árboles selectos de La Almoraima (Cádiz) cuando las ramas se recolectaron 
en el mes de junio, es coincidente con el cambio que se produce en la fisiología del árbol y 
que posibilita la extracción del corcho tradicionalmente en dicho mes. Esta influencia del 
momento de recolección no es específica del alcornoque, ya que también se ha reseñado en la 
inducción de embriogénesis somática en hojas de robles adultos (Toribio et al, 2004; 
Valladares et al, 2006). 
 
A pesar de las diferencias en las frecuencias de inducción de embriogénesis somática 
de los distintos genotipos sobresalientes que se han ensayado, ha sido posible la obtención de 
líneas embriogénicas en la práctica totalidad, por lo que se puede considerar que el protocolo 
optimizado es idóneo para propagar genotipos sobresalientes de alcornoque. El reto más 
importante a la hora de clonar árboles sobresalientes debería ser el lograrlo en el mayor 
número de genotipos posible, con lo que se evitarían posibles riesgos de erosión genética 
(Timmis, 1998). Se cumple así un objetivo muy importante en la propagación clonal de 
genotipos selectos, y en la posibilidad del uso del proceso de embriogénesis somática como 
herramienta para otros estudios.  
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3.3 INFLUENCIA DE EFECTOS GENÉTICOS 
 
3.3.1 Procedencia del árbol. 
 
Como se ha descrito anteriormente, se ha constatado la importante influencia del 
genotipo sobre la inducción de embriogénesis somática. En el ensayo descrito en el apartado 
3.1.3 se encontraron diferencias, aunque no significativas, entre procedencias. A fin de 
determinar el posible efecto del componente genético de este factor, es necesario eliminar el 
probable condicionante ambiental. Para ello se dispuso de material de varios alcornoques que 
forman parte de un ensayo de procedencias, establecido en la finca “La Almoraima” (Cádiz). 
Este ensayo de procedencias fue instalado hace aproximadamente 18 años con material 
procedente de 12 localizaciones de España, Portugal y Marruecos. 
 
Se eligieron cinco de esas procedencias, tratando de que tuvieran orígenes geográficos 
distantes: dos correspondieron a localizaciones españolas, Sierra Madrona (Ciudad Real) y La 
Selva (Gerona) (la primera más septentrional y costera, y la segunda más meridional y alejada 
de la costa), una a Portugal (Mora) y dos a Marruecos (La Mamora y Tillouin) (Figura 12). 
De cada una de las procedencias se eligieron al azar 5 árboles, en cada uno de los bloques del 
ensayo. En total se recogieron ramas de 25 árboles en mayo de 2002. La inducción de 
embriogénesis somática se realizó utilizando el protocolo optimizado ya descrito. 
 
 
 
Figura 12 Esquema de las localizaciones de las procedencias seleccionadas para el estudio. Parcela de ensayo en 
la finca “La Almoraima” (Cádiz). 
 
La brotación en la recogida de ramas de mayo de 2002 fue muy débil. De los 25 
árboles tomados para este ensayo, sólo se obtuvo emisión de brotes epicórmicos en 18 de 
ellos. Además, de los siete árboles sobresalientes de los que habitualmente se recogían ramas 
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en “La Almoraima” no brotaron dos y, en general, la producción de hojas fue muy escasa. 
Este hecho concuerda con los resultados, descritos en el apartado 3.1.1, sobre la clara 
influencia del momento de recogida sobre la capacidad de brotación de las estacas. 
 
La contaminación fue, sobre todo en algunos genotipos, muy elevada, lográndose entre 
17 y 169 hojas sin contaminación por genotipo. Se contabilizó el número de hojas que 
mostraron embriogénesis somática transcurridos 45 días en cultivo en la fase de 
manifestación. Cada genotipo individual se consideró una repetición dentro de cada una de las 
procedencias, contabilizándose por tanto sobre 3 ó 4 repeticiones por procedencia. Los 
resultados transformados mediante la función arcoseno se analizaron mediante ANOVA, 
utilizando el Statistica para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). 
 
Los porcentajes medios de embriogénesis obtenidos por procedencia no difirieron 
significativamente [F(4,13)=0,24; p<0,9104]. Sin embargo, las frecuencias de inducción 
obtenidas para árboles individuales mostraron grandes variaciones, como por ejemplo, entre 
el 0 y el 45% (La Mamora), entre el 0 y el 26% (Mora) o entre el 0 y 18% (Sierra Madrona). 
(Tabla 11). 
 
Tabla 11 Influencia de la procedencia sobre la proporción de hojas de alcornoques que forman embriones 
somáticos (ES) después de 45 días en el medio de manifestación. Las medias se refieren a 3 ó 4 repeticiones por 
procedencia ± es. N: número total de hojas puestas en cultivo no contaminadas. 
Procedencia N ES (%)  Procedencia N ES (%) 
S. Madrona 1 23 0  La Selva 1 24 12,5 
S. Madrona 2 34 17,6  La Selva 2 140 10 
S. Madrona 3 94 7,4  La Selva 3 169 8,9 
S. Madrona 4 20 5  Media 333 10,5±1,1 
Media 171 7,5±3,7     
La Mamora 1 54 1,9  Tilouin 1 123 4,9 
La Mamora 2 146 0  Tilouin 2 135 0 
La Mamora 3 106 45,3  Tilouin 3 154 1,3 
La Mamora 4 135 8,9  Tilouin 4 40 15 
Media 441 14,0±10,6  Media 452 5,3±3,4 
Mora 1 17 0     
Mora 2 147 25,9     
Mora 3 64 1,6     
Media 228 9,2±8,4     
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La influencia de la procedencia del árbol sobre la capacidad de inducción de 
embriogénesis somática no fue significativa. Estos resultados se encuentran en linea con los 
descritos en el apartado 3.1.3, y confirman que, a nivel genético, es más importante la 
componente individual que la poblacional para la inducción de embriogénesis somática.  
 
3.3.2 Control genético de la embriogénesis somática 
 
  Se ha descrito que la inducción de embriogénesis somática en embriones cigóticos de 
especies forestales está bajo un fuerte control genético aditivo (Park et al, 1993). De igual 
manera se ha mostrado esta influencia en la inducción en embrión cigótico de alcornoque 
(Fernández-Guijarro et al, 1998). Ya que la inducción de embriogénesis somática en células 
PEDC (siguiendo la terminología de Sharp et al, 1980), que serían las propias de los 
embriones cigóticos inmaduros, puede llevar un patrón diferente que la respuesta en las 
células IEDC, por ejemplo en hojas, el control genético podría ser distinto. Para determinar el 
posible control genético aditivo en este proceso, se indujo embriogénesis somática en hojas de 
plantas jóvenes pertenecientes a seis familias de medio hermanos. El objetivo de este ensayo 
fue comparar el comportamiento relativo de dichas familias en cuanto a su capacidad 
embriogénica. 
 
  Se recolectaron bellotas procedentes de la polinización abierta de seis árboles 
sobresalientes (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5 y Alm6), que se encuentran en un área 
natural de la finca “La Almoraima” (Cádiz). 
 
  Se pusieron a germinar en bandejas con perlita húmeda alrededor de 35 bellotas por 
árbol. Previamente las semillas se lavaron y trataron con fungicida (1 g l-1 de CaptosanR®). 
Se mantuvieron en condiciones de luz natural (intensidad luminosa máxima de 130 µE m-2 s-1) 
y a una temperatura que fluctuó de 19 a 29ºC. Se regaron alternativamente con agua destilada 
o con una solución nutritiva [1/5 de macronutrientes de Schenk y Hildebrandt (1972) y 
micronutrientes, hierro y vitaminas de Murashige y Skoog (1966)] y rociaron periódicamente 
con solución fungicida (1 g l-1 de CaptosanR®). 
 
  Al cabo de 3 meses desde su germinación, se comenzó la recolección de hojas en 
expansión, de tamaño entre 0,5 y 1,5 cm (Figura 13). En un principio se tomaron hojas en 
expansión del brote apical, pero para incrementar el número de hojas para el cultivo, se 
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decapitaron las plantas con el fin de obtener brotación secundaria. Un mes más tarde, se 
recolectaron 4-5 hojas en expansión por plántula, procedentes de las yemas axilares de 1er 
orden, de entre 11 y 26 plantas por familia. Posteriormente, se tomaron nuevamente hojas en 
expansión, procedentes de las yemas axilares de 2º orden, recolectando 6-7 hojas por plántula, 
de entre 3 y 14 plantas por familia. Finalmente se volvieron a podar las plantas, y durante 
aproximadamente un año se recolectaron nuevas hojas en expansión (7-8 hojas por plántula, 
de entre 6 y 23 plantas por familia). 
 
          
Figura 13 Plantas jóvenes de alcornoque 
 
Se esterilizaron y se pusieron en cultivo del mismo modo que se ha descrito 
anteriormente para las procedentes de brotes epicórmicos de ramas. La inducción de 
embriogénesis somática se realizó utilizando el protocolo optimizado. 
 
Se cultivaron un total de 1592 hojas en expansión, tomadas a partir de 128 plantas de 
las seis familias de medio hermanos. De los brotes apicales se tomaron de 2 a 3 hojas por 
planta, de una media de 12 plantas por familia. De los brotes axilares se obtuvieron una media 
de 10 hojas por planta, de una media de 21 plantas por familia. Para este ensayo de progenie 
se utilizaron los datos de frecuencia de hojas no contaminadas que originaron embriones 
somáticos, para cada una de las plantas individuales dentro de cada familia (repeticiones). Los 
datos se transformaron mediante la función arcoseno previo al análisis estadístico (ANOVA, 
Statistica para Windows® 5.1, StatSoft, Inc. 1996). 
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La Capacidad de Combinación General (CCG) de los parentales se calculó 
sustrayendo a la frecuencia media de embriogénesis de cada familia, la frecuencia media 
global del ensayo. 
 
Para la estima de parámetros genéticos se utilizaron los componentes de la varianza 
derivados del ANOVA. A fin de evitar el diseño desequilibrado por no tener el mismo 
número de plantas por familia, se tomaron los datos de frecuencia de inducción de 
embriogénesis de 13 plantas tomadas aleatoriamente en cada familia. El modelo utilizado fue: 
Yij = µ + fi + εj(i),  donde  f = factor familia; i=1,…,6; ε = error; j= 1,…,13. 
 
El componente de la varianza debido a las familias se estimó sustrayendo los 
cuadrados medios del error a los cuadrados medios del efecto familia, y dividiéndolo por el 
número de repeticiones (13 plantas) por familia: σ2f = (CMf – CMε)/ n. La varianza del término 
de error (σε2) se estimó directamente a partir de los cuadrados medios del error (CMε). 
 
 La proporción de la varianza familiar con respecto a la total se calculó mediante el 
cociente de la varianza familiar estimada (σ2f ) entre la varianza total (σε2+ σ2f), multiplicado 
por 100. La heredabilidad en sentido estricto del carácter “frecuencia de inducción de 
embriogénesis somática” a nivel individual (h2i) se calculó como el cociente de la varianza 
debida a familias entre la varianza total, multiplicada por 4. La heredabilidad del carácter a 
nivel familiar, se calculó a partir de la fórmula: h2f = σ2f / [(σε2/n) + σ2f], siendo n el número 
repeticiones (13 plantas) por familia (Zobel y Talbert, 1984). 
 
El 9% del total de las 1592 hojas cultivadas (197 de brote apical y 1395 de brotes 
axilares) se perdieron por contaminación. La embriogénesis somática se produjo en estas 
hojas de planta joven siguiendo un patrón de desarrollo similar al observado en las hojas de 
los árboles adultos. Los embriones somáticos obtenidos comenzaron muy pronto a dar 
embriogénesis secundaria en todas las líneas (Figura 14). 
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Figura 14 Embriogénenesis somática en hoja de planta joven 
 
El origen de la hoja influyó significativamente en la inducción de embriogénesis. La 
frecuencia obtenida para las hojas procedentes del brote apical fue del 3,5%, mientras que la 
de las procedentes de brotes axilares fue del 14,5% [F(1,148)=10,50; p<0,0015]. Sin embargo, 
no se obtuvieron diferencias significativas entre las frecuencias obtenidas en las hojas de 
brotes axilares tras las distintas podas [F(2,146)=0,48; p<0,6179]. Teniendo esto en cuenta, 
para el estudio de control genético se utilizaron únicamente los datos correspondientes a las 
hojas de brotes axilares en su conjunto. 
 
La familia influyó significativamente en la respuesta [F(5,122)=2,54; p<0,03164]. Las 
frecuencias de inducción variaron entre el 10,7% de la familia Alm1 y el 33,5% de la familia 
Alm6 (Tabla 12). 
 
Tabla 12 Influencia de la familia y el origen de la hoja sobre la proporción de hojas de plantas jóvenes de 
alcornoque que forman embriones somáticos (ES) después de 45 días en el medio de manifestación. Los datos 
son las medias de entre 5 y 17 plantas (apical) ó entre 13 y 30 plantas (axilar)  por familia (repeticiones)± es. Nº 
hojas: se refiere a las no contaminadas. 
 Apical  Axilar 
Familia Nº Plantas Nº Hojas ES (%)  Nº Plantas Nº Hojas ES (%) 
Alm1 10 22 4,55±2,5  30 274 10,7±4,0 
Alm2 14 26 0,0  22 216 12,8±4,2 
Alm3 11 31 6,45±3,0  20 270 11,9±2,8 
Alm4 17 44 6,82±4,1  20 190 14,7±3,3 
Alm5 13 34 0,0  23 235 12,7±3,1 
Alm6 5 14 0,0  13 94 33,5±7,4 
Media global 70 171 3,5±1,2  128 1279 14,5±1,7 
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La Capacidad de Combinación General (CCG) que se obtuvo para cada parental 
femenino fue variable, y estuvo entre el -3,8 (Alm1) y +19 (Alm6). Esta varianza de los 
valores de mejora indicó que el carácter “inducción de embriogénesis somática en hoja” se 
encuentra bajo un cierto control genético de tipo aditivo. 
 
 El componente estimado de la varianza debida al efecto familiar fue σ2f  = 42,96, 
siendo su porcentaje sobre la varianza total del 10,2%. La heredabilidad en sentido estricto del 
carácter a nivel individual fue h2i =0,41, y a nivel familiar fue h2f = 0,60. 
 
Al igual que para otros caracteres, la heredabilidad a nivel familiar fue más alta que la 
heredabilidad a nivel individual, siendo ambas moderadamente altas, comparadas con las 
obtenidas para muchas de las características métricas de las especies forestales (Pardos, 1989; 
Alía et al, 1999). Varios trabajos han indicado la existencia de un control genético 
significativo sobre la inducción de embriogénesis somática, con una alta proporción debida a 
efectos aditivos.  
 
Los valores de heredabilidad en sentido estricto de la capacidad de las hojas para dar 
embriogénesis somática indican cierto grado de control genético aditivo sobre este carácter, 
por lo que sería efectivo incluirlo entre los criterios de selección en los programas de mejora 
de alcornoque.  Sin embargo, los genotipos parentales que mostraron mayores frecuencias de 
embriogénesis, respecto a la media general, fueron Alm3, Alm4 y Alm5 (Tabla 9). Por contra, 
la mejor progenie fue la de Alm6 (Tabla 12). Dado que la parte de la variación debida a la 
familia fue sólo del 10%, esto sugeriría que también podría existir un efecto genético de tipo 
no aditivo sobre la inducción de embriogénesis. 
 
El efecto genético en la inducción de embriones somáticos inducidos en embriones 
cigóticos obtenidos de familias de semi-hermanos en Quercus acutissima ya ha sido descrita 
(Kim et al, 1997). Se ha indicado que existe una amplia variación en la iniciación de 
embriogénesis somática entre diferentes familias en Pinus taeda L. (Pullman y Johnson, 2002; 
MacKay et al, 2006). En muchas especies el control genético se ha atribuido principalmente, 
aunque no exclusivamente, al efecto genético aditivo. Se ha sugerido que los factores que 
controlan la embriogénesis somática son múltiples, y la naturaleza y extensión del control 
genético parecen variar en función del tipo de explanto y de las condiciones experimentales, 
entre otros factores (MacKay et al, 2006). Estos autores indicaron que la iniciación de 
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embriogénesis somática en Pinus taeda L. se encuentra bajo un fuerte control genético 
aditivo. Fowler (1986) presentó una estrategia para la producción en masa de árboles 
mejorados de Larix laricina, usando propágulos juveniles obtenidos de progenies con alta 
CCG, sugiriendo una sustancial ganancia adicional si se capturaba la variación dentro de la 
progenie. También se ha referido un fuerte control genético aditivo en la iniciación de 
embriogénesis somática en Picea glauca (Park et al, 1993). También Fernández-Guijarro et al 
(1998) indicaron que la inducción de embriogénesis somática en embrión cigótico de 
alcornoque mostraba una influencia genética de tipo aditivo.  
 
MacKay et al (2006) concluyeron que, dado el fuerte control genético de la iniciación 
de embriogénesis somática en Pinus taeda, se podría llevar a cabo una mejora predecible a 
través de la selección de la madre más favorable. Se observó una heredabilidad alta para la 
embriogénesis somática en Helianthus annuus (Petitpretz et al, 2005).  
 
3.4 Aplicación de la técnica para la conservación de germoplasma vegetal. 
 
La embriogénesis somática se considera como una técnica fiable de regeneración de 
plantas en biotecnología vegetal cuando se utiliza material selecto en los programas de 
mejora, y como herramienta para la conservación de recursos genéticos, particularmente 
combinaciones genéticas singulares (Celestino et al, 2005). 
 
Se aplicó esta técnica de regeneración con el objetivo de conservar un alcornoque 
singular, localizado en el noreste de la isla de Menorca, cerca de la población de Alfavaret 
(López de Heredia et al, 2004). Según describen estos autores, las Islas Baleares se consideran 
un reservorio genético, donde dicho individuo destaca por una serie de peculiaridades: por 
una parte, posee un haplotipo de origen tirrénico, lo que demuestra un pasado común entre las 
islas de Menorca y Cerdeña. Por otra parte, no presenta una deleción en el ADN ribosómico 
nuclear, común en la mayoría de poblaciones de alcornoque, lo que indicaría que puede 
descender de una población muy antigua. Además de poseer estas singularidades genéticas, 
no produce bellota y se encuentra en una situación precaria al estar severamente afectado por 
hongos patógenos (Figura 15). 
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Siguiendo el protocolo establecido, se recogieron tres ramas de la copa del árbol, que 
se nombraron como A, B y C. Las ramas se colocaron en la cámara de humedad para la 
obtención de brotes epicórmicos, con la metodología previamente descrita. 
 
 
 
Figura 15 Alcornoque de Alfavaret (Menorca). Foto cedida por U. López de Heredia. 
 
 
La inducción de la embriogénesis somática se realizó utilizando el protocolo de 
inducción optimizado. Se cultivaron separadamente hojas en expansión obtenidas de las tres 
ramas, que posteriormente se distinguirán como tres líneas embriogénicas diferentes (A, B, 
C). 
 
Estas líneas generadas se mantuvieron y amplificaron, siguiendo el protocolo que se 
describirá en el capítulo 4. Después de cinco meses de subcultivos a medio fresco, se aislaron 
embriones somáticos que maduraron espontáneamente (15-20 mm de tamaño y un peso fresco 
medio de 225 mg). Los embriones se sometieron posteriormente a un periodo de 
vernalización previo a la germinación, como se describe en el protocolo que se definirá en el 
capítulo 5. 
 
Se tomaron datos de tres parámetros: frecuencia de emisión de brotes epicórmicos, 
frecuencia de hojas que formaron embriogénesis somática y frecuencias de germinación. Se 
aplicó el test de independencia de Chi-cuadrado, para detectar diferencias significativas en la 
brotación e inducción de embriogénesis somática entre las distintas ramas. Los resultados de 
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germinación se transformaron mediante la función arcoseno antes de analizarse mediante 
ANOVA, utilizando el Statistica para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). 
 
Las estacas procedentes de las tres ramas brotaron de forma variable, entre el 17% y el 
43%, aunque estas diferencias no fueron significativas (Tabla 13). En el conjunto de este 
genotipo, el 25,6% de las hojas no contaminadas formaron embriogénesis somática, aunque 
hubo diferencias significativas en el comportamiento entre las tres ramas, en un rango entre el 
17,5 y 54,5%. Este resultado nos muestra la influencia de un nuevo factor sobre la 
embriogénesis somática, no ensayado con anterioridad. Probablemente existan diferencias en 
las condiciones de las ramas dentro del árbol, lo que influye en la capacidad de las hojas para 
formar embriogénesis somática, como ocurre entre las ramas que se toman de un mismo árbol 
en diferentes épocas del año, incluso entre años diferentes, como ya se ha referido en el 
apartado 3.2. 
 
Tabla 13 Efecto de la rama de origen del alcornoque de Alfavaret sobre la proporción de estacas que emiten 
brotes epicórmicos (B), y sobre la proporción de hojas que forman embriogénesis (ES). Proporción de embriones 
de cada línea embriogénica que germinan (G). El nº de hojas son las puestas en cultivo no contaminadas. Las 
datos de germinación son medias de 6 repeticiones ± es. 
Rama Nº estacas B (%)  Nº Hojas ES (%)  Línea Nº Embriones G (%) 
A 34 17,6  63 17,5  A 93 44,3±7,7 
B 23 43,5  142 22,5  B 127 53,3±4,7 
C 50 24  33 54,5  C 122 36,1±4,5 
Total 107 26,2  238 25,6  Total 342 44,6±3,6 
 χ2(2) = 2,71; p= 0,258  χ2(2) = 8,79; p= 0,012   F(2,15)=1,99; p<0,1706 
 
 
Las líneas embriogénicas se multiplicaron por embriogénesis secundaria en el medio 
de mantenimiento, mostrando un comportamiento cualitativo similar al ya conocido. Los 
embriones que maduraron espontáneamente en el mismo medio, germinaron en un 44,6% de 
media, sin diferencias significativas entre las tres líneas (Tabla 13). Se lograron obtener un 
pequeño número de plantas (Figura 16), lo que permitirá la conservación de este genotipo 
valioso, tanto in situ como ex situ, pudiendo ser en este último caso tanto dinámica como 
estática, mediante crioconservación de las líneas embriogénicas, técnica que ya se ha 
demostrado eficiente para embriones somáticos de alcornoque (Valladares et al, 2004).  
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Figura 16 Plantas de embrión somático inducido en hoja de alcornoque de Alfavaret. 
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4 EMBRIOGÉNESIS RECURRENTE  
 
Una vez iniciada la inducción de embriogénesis somática en las hojas de los 
alcornoques, las proliferaciones iniciales se multiplicaron mediante la formación de 
embriones secundarios, dando lugar a un proceso de embriogénesis recurrente (Figura 17). 
Este proceso tiene lugar en medio sin reguladores de crecimiento y sin pérdida de la 
capacidad proliferativa con el tiempo (Fernández-Guijarro et al, 1995). En general, el 
potencial multiplicativo de esta técnica es muy elevado, siendo el principal problema la 
producción sincrónica de embriones de calidad, que den lugar a plantas vigorosas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17 Embriogénesis recurrente a partir de los primeros embriones somáticos formados en hoja. 
 
 
MANTENIMIENTO DE LAS LÍNEAS EMBRIOGÉNICAS 
 
El material y métodos utilizados se describen a continuación de forma genérica. En 
cada uno de los siguientes apartados de resultados se describirá lo específico de los mismos. 
 
Los cultivos embriogénicos, obtenidos a partir de las inducciones en hojas procedentes 
de árboles selectos, se fraccionaron transfiriendo a medio de cultivo fresco pequeñas masas 
proliferativas, formadas por acúmulos de embriones. La composición del medio de 
proliferación fue la misma que la del medio utilizado en la fase de manifestación de 
embriogénesis somática (Anexo 1). Se utilizaron envases tipo potito Sigma® (66 mm de 
altura, con tapa de polipropileno), conteniendo 35 ml de medio y sellados con Parafilm®. 
Todos los cultivos se transfirieron rutinariamente a medio fresco cada 30 días. 
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Se mantuvieron en cámara de cultivo a 25±2ºC de temperatura y  fotoperiodo de 16 h 
de luz (tubos fluorescentes de SYLVANA GRO-LUX® y PHILIPS cool-white, 120-180 
µmol m-2 seg-1) (Figura 18).  
 
 
      
Figura 18 Embriones somáticos en proliferación. 
 
4.1 INFLUENCIA DEL NIVEL DE IRRADIANCIA EN LA EMBRIOGÉNESIS 
RECURRENTE. 
 
Entre los muchos factores que afectan el crecimiento y desarrollo in vitro, la energía 
radiante de las diferentes longitudes de onda en los distintos regímenes de iluminación se 
muestra como uno de los factores que modifican aspectos como la capacidad fotosintética de 
los cultivos, inducen procesos morfogénicos y conducen a fototropismos (George, 1993). 
 
En general, los cultivos in vitro se mantienen bajo condiciones de crecimiento activo, 
empleándose un amplio margen de condiciones de luz, en función de las disponibilidades de 
los laboratorios y de las distintas metodologías. El margen de las densidades de flujo 
utilizados en las cámaras de cultivo pueden variar desde la oscuridad hasta los 400 µmol m-2 
seg-1, utilizándose a menudo un fotoperiodo día-noche. Características como densidad de flujo 
y duración del tiempo de exposición influyen en el crecimiento y morfogénesis de algunos 
cultivos. Generalmente, la luz en las cámaras de cultivo se obtiene a partir de una mezcla de 
distintas longitudes de onda (tubos fluorescentes luz de día, blanca fría y de tipo GROLUX). 
Se ha referido que densidades de flujo entre 40 y 150 µmol m-2 seg-1 son las habituales para 
un óptimo de crecimiento en diversas plantas, aunque a veces irradiaciones más altas pueden 
beneficiar procesos como la germinación. Se ha descrito que la inhibición del crecimiento en 
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determinados cultivos por altas radiaciones puede estar relacionada con un incremento en la 
producción de inhibidores de tipo fenólico, exudados por el material en cultivo. 
 
Para el desarrollo de embriogénesis somática en alcornoque se requieren diferentes 
condiciones de luz. Mientras que la inducción se realiza en oscuridad, la proliferación se lleva 
a cabo habitualmente en condiciones de irradiación media (150µmol m-2 seg-1). Como se 
mencionará más adelante, la germinación de los embriones somáticos se realiza en 
condiciones de mayor irradiación  (200 µmol m-2 seg-1). 
 
 Bajo condiciones de una irradiación media de 150 µmol m-2 seg-1, los cultivos 
embriogénicos de alcornoque necesitan ser transferidos a medio fresco al menos cada 30 días, 
ya que se observa un reverdecimiento de los cultivos, una alta tasa de crecimiento, y por lo 
tanto, una degradación rápida del medio de cultivo. Estas observaciones nos condujeron a 
aumentar la frecuencia de transferencia. Para ralentizar el crecimiento de los cultivos y por 
tanto requerir menores frecuencias de repicado, estudiamos la influencia de intensidades de 
luz inferiores. 
 
Se evaluó la influencia del nivel de irradiancia de luz, en función del genotipo, sobre 
la capacidad de proliferación de masas embriogénicas (medida a través del incremento en 
peso fresco de las masas en crecimiento) y sobre el número de embriones somáticos normales 
escindibles tras un ciclo de cultivo. 
 
El diseño factorial completo incluyó acúmulos de embriones obtenidos a partir de 
cuatro árboles sobresalientes (Alm3, Alm4, Alm6 y Alm80), multiplicados en las condiciones 
de proliferación estándar descritas anteriormente, los cuales se subcultivaron en el mismo 
medio y bajo dos niveles de radiación: 6-12 µmol m-2 s-1 y 120-180 µmol m-2 s-1. Se 
realizaron 15 repeticiones (acúmulos individuales de embriones con peso fresco medio inicial 
de 211 mg) por condición de cultivo y genotipo (Figura 19). 
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Figura 19  Acúmulos de embriones somáticos seleccionados para el ensayo. 
 
Se tomaron datos del incremento de peso fresco relativo obtenido a los 30, 60 y 90 
días en las condiciones de proliferación mencionadas, coincidiendo con subcultivos de los 
acúmulos a medio fresco. Las variables IP30, IP60, IP90, se definieron como peso fresco del 
acúmulo individual al final de cada periodo menos el peso fresco final del periodo anterior, 
dividido por dicho peso fresco. De igual manera, se calculó la tasa de crecimiento relativo 
total de cada línea embriogénica, desde el inicio del primer subcultivo al término del tercero 
en condiciones de proliferación (IT).  La variable Tasa ES, se refiere al número de embriones 
normales fácilmente escindibles que se obtiene de cada acúmulo de embriones al término de 
los tres subcultivos, por gramo de peso fresco inicial. Se realizó un análisis de varianza 
utilizando el programa Statistica para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). Se transformaron 
los datos de peso fresco mediante transformación logarítmica y los de recuento de embriones 
mediante raíz cuadrada. 
 
En promedio, los acúmulos embriogénicos multiplicaron por más de 40 veces su peso 
fresco inicial después de los tres subcultivos (IT), mostrándose diferencias significativas entre 
los genotipos. La mayor tasa de crecimiento la mostró el genotipo Alm6 y la menor Alm4 
(Tabla 14). 
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Tabla 14 Influencia del nivel de irradiancia y del genotipo sobre el incremento de peso fresco relativo de los acúmulos de embriones y sobre la cantidad de embriones 
somáticos normales escindibles. IP30, IP60, IP90: incremento de peso fresco relativo de los acúmulos durante tres subcultivos mensuales en condiciones de proliferación; IT: 
tasa de crecimiento relativo total de la línea embriogénica; Tasa ES: número de embriones somáticos fácilmente escindibles al final del tercer subcultivo, por gramo de 
material inicial. Los datos se refieren a la media de 15 repeticiones por nivel de irradiancia y genotipo ± es. 
 Nivel de irradiancia 
 6-12 µmol m-2 s-1  120-180 µmol m-2 s-1 
Genotipo IP30 IP60 IP90 IT Tasa ES  IP30 IP60 IP90 IT Tasa ES 
Alm3 8,3±1,2 1,5±0,3 0,7±0,1 37,8±4,8 42,5±10,3  8,7±1,3 0,8±0,1 0,7±0,2 30,6±5,5 47,8±12,2 
Alm4 7,4±1,0 1,0±0,2 0,8±0,4 29,2±6,2 37,5±9,8  7,1±0,9 1,2±0,2 1,2±0,2 34,2±4,2 34,4±6,0 
Alm6 9,5±1,5 1,9±0,3 1,0±0,1 52,5±4,9 28,5±4,4  11,7±1,2 1,8±0,4 0,9±0,2 61,0±7,3 27,0±6,4 
Alm80 5,3±0,6 1,7±0,3 1,3±0,1 39,9±5,1 49,8±8,6  4,5±0,5 1,9±0,4 1,7±0,4 36,0±4,0 62,8±8,9 
Total 7,6±0,6 1,5±0,1 1,0±0,1 39,8±2,8 39,4±4,3  8,0±0,6 1,4±0,2 1,1±0,1 40,5±3,1 43,2±4,6 
 
 
 
ANOVA IP30 IP60 IP90 IT Tasa ES 
Genotipo F(3,112)=11,3; p<0,000 F(3,112)=4,61; p<0,004 F(3,112)=5,64; p<0,001 F(3,112)=7,86; p<0,000 F(3,112)=2,58; p<0,057 
Irradiancia F(1,112) =0,04; p<0,851 F(1,112)=0,87; p<0,354 F(1,112)=0,31; p<0,577 F(1,112)=0,02; p<0,902 F(1,112)=0,09; p<0,760 
Interacción F(3,112) =0,9; p<0,443 F(3,112)=0,95; p<0,418 F(3,112)=1,15; p<0,333 F(3,112)=1,04; p<0,378 F(3,112)=0,62; p<0,604 
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Las tasas de crecimiento para cada uno de los periodos de cultivo no fueron iguales. 
Los mayores incrementos en peso obtenidos en el primer subcultivo (IP30), respecto de los 
dos siguientes, podrían deberse a una mayor disponibilidad de los nutrientes por parte de las 
masas embriogénicas iniciales. Durante los dos subcultivos siguientes (IP60, IP90), los 
incrementos relativos en peso fresco disminuyeron, posiblemente debido a una limitación del 
aporte de nutrientes al aumentar la masa total de los acúmulos embriogénicos. Hubo una 
influencia significativa del genotipo en el crecimiento de las masas embriogénicas en los 
distintos subcultivos (Tabla 14). 
 
Los niveles de irradiación ensayados no influyeron significativamente sobre la tasa de 
crecimiento de los distintos genotipos en las distintas transferencias, ni sobre su tasa global, ni 
sobre la tasa de embriones escindibles obtenidos (Tabla 14). 
 
 Aunque en nuestras condiciones de  cultivo no se  observó una influencia entre los dos 
niveles de irradiancia ensayados, sí se ha referido una influencia de la cualidad (Latkowska et 
al, 2000) y la intensidad de luz en el crecimiento de los cultivos in vitro. Se ha descrito que 
niveles de irradiancia altos (200-300 µmol m-2 s-1) incrementan la producción de brotes a 
partir de callos friables en Caustis blakei Kuk. (Webber et al, 2003). Michler y Lineberger 
(1987) ya indicaron que intensidades luminosas altas ejercían un efecto inhibidor del 
crecimiento de cultivos embriogénicos en zanahoria. Nobre et al (2001) mostraron que el 
nivel de irradiancia era un factor limitante para la formación de callos embriogénicos en 
algodón.  
 
Tal vez, ensayando otros niveles de irradiancia se podrían observar variaciones en el 
crecimiento de los cultivos embriogénicos de alcornoque medido como incremento en peso 
fresco. Variables como el número de embriones escindibles o grado de maduración de los 
embriones somáticos podrían ser más apropiadas para comprobar la influencia de este factor. 
 
En la Figura 20 se representan las interacciones entre genotipo e irradiancia para dos 
de los parámetros determinados, tasa global de proliferación y tasa de embriones escindibles. 
Aunque estas interacciones no fueron significativas, se hace esta representación porque en ella 
se observa un aspecto de los cultivos embriogénicos que podría ser de interés: la línea 
embriogénica con mayor tasa de crecimiento (Alm6) es la que menor número de embriones 
somáticos escindibles produce, mientras que la que produce el mayor número de embriones 
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escindibles es de las que menos crece (Alm80). Por tanto, la mayor capacidad de proliferación 
en la fase recurrente actuaría en contra de la capacidad de diferenciación/maduración de los 
embriones somáticos. Esta observación suele ser habitual en cultivos embriogénicos de 
muchas especies. 
 
 
Figura 20 A: Incremento medio de peso fresco relativo de las masas embriogénicas (IT) de los genotipos Alm3, 
Alm4, Alm6 y Alm80 durante tres subcultivos mensuales en condiciones de proliferación bajo dos niveles de 
irradiancia; B: Número de embriones somáticos fácilmente escindibles al final del tercer subcultivo, por gramo 
de material inicial (Tasa ES) de los genotipos Alm3, Alm4, Alm6 y Alm80 en condiciones de proliferación bajo 
dos niveles de irradiancia. 
 
 
4.2 CONSERVACIÓN EN FRÍO DE LÍNEAS EMBRIOGÉNICAS. INFLUENCIA 
DEL PERÍODO DE ALMACENAMIENTO Y EL GENOTIPO. 
  
 Se han utilizado diferentes métodos de conservación in vitro, en función de las 
necesidades de la duración del almacenamiento y del tipo de material vegetal. Se encuentran 
pocos trabajos donde se refieran protocolos de conservación in vitro a corto plazo de material 
embriogénico, siendo la mayoría referidos a brotes, meristemos y embriones cigóticos. 
Además, la mayoría de estos trabajos se desarrollan para un limitado número de genotipos. 
Un aspecto importante a considerar cuando se maneja material clonal selecto es el continuo 
suministro de material para los programas operacionales de mejora o para los sistemas 
experimentales en investigación. Generalmente, el mantenimiento de un gran número de 
líneas embriogénicas en crecimiento activo necesita no sólo de subcultivos frecuentes, sino 
disponer de grandes espacios, lo que supone altos costes de mantenimiento. Por ello es 
necesario recurrir a métodos de conservación que permitan mantener los cultivos con un 
crecimiento mínimo, con el fin de reducir el trabajo de los subcultivos frecuentes y los costes. 
Entre las diversas técnicas para almacenamiento, las más generales incluyen inhibidores del 
crecimiento y agentes osmóticos que ralentizan el crecimiento de los cultivos, además de una 
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reducción drástica de la temperatura de cultivo (Whithers, 1986; Engelmann, 1991; 
Engelmann y Engels, 2002). La adopción del método de conservación más conveniente 
dependerá de la extensión del periodo durante el cual los cultivos pueden estar desatendidos y 
de las condiciones estándares de conservación, que mantengan la capacidad regenerativa de 
los cultivos. 
 
 Fernández-Guijarro (1997) describió un protocolo de conservación a medio plazo de 
líneas embriogénicas utilizando bajas temperaturas y medios de cultivo con alta osmolaridad. 
Las tasas de recuperación del crecimiento de las masas embriogénicas se mantuvieron para la 
mayoría de los genotipos, aunque descendieron con la duración del almacenamiento. 
 
En este trabajo, se evaluó la recuperación del crecimiento activo de las líneas 
embriogénicas de alcornoque almacenadas a baja temperatura y en medios proliferativos, con 
el fin de reducir el crecimiento de los cultivos sin pérdida de viabilidad, y por tanto aumentar 
el intervalo entre subcultivos. Se estudió la influencia de tres periodos de conservación a corto 
plazo sobre la tasa de proliferación de masas embriogénicas inducidas en hojas de árboles 
sobresalientes (Alm4, Alm6 y Alm80), y cómo la permanencia en dichas condiciones afecta 
la obtención de embriones somáticos normales escindibles. También se evaluó la 
susceptibilidad de los genotipos utilizados. 
 
El material de partida consistió en pequeñas masas embriogénicas, de 246±12 mg de 
peso fresco inicial medio, pertenecientes a las tres líneas mencionadas, cultivadas en 
condiciones estándares de proliferación (Anexo 1) y sometidas a períodos de almacenamiento 
a 4±1ºC y oscuridad de 2, 3 y 4 meses de duración. La influencia de ambas variables, 
genotipo y tiempo de almacenamiento, se determinó mediante un diseño factorial que contó 
con 18 repeticiones por tratamiento. Las variables dependientes fueron los incrementos 
relativos en peso fresco al finalizar cada periodo de conservación (IF), y durante tres 
subcultivos mensuales en condiciones de proliferación (IP1, IP2 e IP3) después de sufrir los 
periodos de conservación. Estas variables se definieron como peso fresco de la masa al final 
de cada periodo y subcultivo menos el peso fresco inicial, dividido por el peso fresco inicial. 
La variable IT3 es la tasa de crecimiento relativo total de la línea embriogénica conservada, 
desde el inicio del primer subcultivo al término del tercero en condiciones de proliferación. La 
variable Tasa ES se refiere al número de embriones normales fácilmente escindibles que se 
obtiene de cada masa embriogénica generada al final de los tres subcultivos, y referido a un 
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gramo del peso fresco inicial. Se realizó un análisis de varianza utilizando el programa 
Statistica para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). Los datos de peso fresco se transformaron 
mediante transformación logarítmica y de conteo de embriones mediante raíz cuadrada. 
 
Durante los 2, 3 y 4 meses de almacenamiento, a pesar de la baja temperatura se 
mantuvo un cierto crecimiento de los cultivos (incremento relativo medio de peso fresco, 
IF=0,8), sobre el que no hubo una influencia significativa ni del genotipo ni del tiempo de 
almacenamiento. Sí se detectó una interacción significativa entre el genotipo y duración del 
periodo de conservación (Tabla 15). Los genotipos Alm4 y Alm80, tras un crecimiento 
moderado en los dos primeros meses en frío tuvieron un comportamiento diferente, 
manteniendo el mismo ritmo en los meses sucesivos el primero y estabilizándose el segundo. 
Por el contrario, el genotipo Alm6, tras un crecimiento mas intenso que el de los otros dos 
durante los dos primeros meses, posteriormente se vió muy afectado apareciendo necrosis y 
pérdida de peso fresco (Figura 21). 
 
Figura 21 Incremento relativo de peso fresco de las masas embriogénicas de los genotipos Alm4, Alm6 y 
Alm80 durante su almacenamiento en frío (IF), al término de 2, 3 y 4 meses de almacenamiento. 
 
 
La duración del almacenamiento en frío influyó significativamente en la recuperación 
inicial del crecimiento activo de las tres líneas embriogénicas: tras el primer subcultivo (IP1) 
en condiciones de proliferación, el incremento relativo medio en peso fresco de las tres líneas 
disminuyó con el tiempo en frío (2 para 2 meses, 1,6 para 3 meses y 1 para 4 meses). Aunque 
no hubo influencia significativa del genotipo sobre esta variable, sí hubo una interacción 
0,56
0,98
1,09
1,02
0,69
0,61
0,69
0,74
0,72
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
1,1
1,2
Periodo en frío
IF
Alm 4
Alm 6
Alm 80
2 meses 3 meses 4 meses 
4. Embriogénesis recurrente 
 
 - 92 -
significativa entre el genotipo y la duración del almacenamiento (Tabla 15). Mientras que la 
recuperación inicial de Alm6 y Alm80 se vio negativamente afectada por la duración del 
almacenamiento, el comportamiento de la línea Alm4 fue totalmente inverso, siendo su 
recuperación mejor cuanto más tiempo estuvo almacenada (Figura 22). 
 
 
Figura 22 Incremento de peso fresco relativo de las masas embriogénicas de los genotipos Alm4, Alm6 y 
Alm80, al término del primer subcultivo mensual en condiciones de proliferación (IP1), tras tres periodos de 
almacenamiento en frío. 
 
 
 
La influencia del tiempo de almacenamiento sobre las tasas de crecimiento de las 
masas embriogénicas desapareció durante los dos subcultivos siguientes, emergiendo 
únicamente diferencias significativas debidas al genotipo (Tabla 15). Durante el segundo 
subcultivo (IP2) aún se observó una interacción significativa entre el genotipo y la duración 
del almacenamiento (Tabla 15), debida fundamentalmente a que la línea Alm6 igualó en 
comportamiento a la Alm4, y a la menor capacidad de recuperación del crecimiento del 
genotipo Alm80 (Figura 23). 
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Tabla 15 Influencia del tiempo de almacenamiento en frío y del genotipo, sobre la tasa de proliferación de masas embriogénicas y la tasa de embriones somáticos escindibles. 
IF: incremento de peso fresco relativo de las masas embriogénicas al término de los periodos de almacenamiento en frío; IP1, IP2, IP3: incremento de peso fresco relativo de 
las masas embriogénicas al término de cada subcultivo mensual en condiciones de proliferación, después de sufrir los periodos de conservación; IT3: tasa de crecimiento total 
de la línea embriogénica conservada, desde el inicio del primer subcultivo al término del tercero en condiciones de proliferación; ES: tasa de embriones somáticos normales 
escindibles obtenidos de cada masa embriogénica generada al final de los tres subcultivos, referido a 1 g de peso fresco inicial. Los datos se refieren a la media de 18 
repeticiones por periodo de almacenamiento en frío y genotipo ± es. 
Genotipo Almacenamiento en frío (meses) IF IP1 IP2 IP3 IT3 ES 
2 0,56±0,0 0,54±0,2 3,64±0,6 1,90±0,3 15,93±1,9 33,44±5,2 
3 0,98±0,1 1,16±0,2 2,51±0,5 1,37±0,2 13,86±1,3 13,21±2,1 Alm4 
4 1,09±0,1 1,80±0,5 3,88±0,8 1,61±0,5 19,18±1,7 43,22±6,3 
2 1,02±0,2 3,05±0,7 2,52±0,5 0,94±0,1 20,85±2,6 20,39±2,8 
3 0,61±0,1 2,07±0,5 3,62±0,4 1,09±0,1 23,48±2,7 27,54±3,4 Alm6 
4 0,69±0,1 0,84±0,2 2,61±0,5 1,03±0,2 10,83±1,7 21,71±5,4 
2 0,69±0,1 2,47±1,2 4,02±0,8 1,94±0,4 22,00±3,0 41,83±6,7 
3 0,74±0,1 1,50±0,3 0,96±0,3 1,56±0,2 14,68±1,6 21,11±4,3 Alm80 
4 0,72±0,1 0,43±0,2 1,22±0,3 2,03±0,3 8,53±1,5 21,86±4,9 
 Total 0,78±0,0 1,55±0,2 2,78±0,2 1,50±0,1 16,66±0,8 27,50±1,8 
 ANOVA       
 Genotipo F(2,149)=2,65; p<0,074 
F(2,149)=2,59; 
p<0,078 
F(2,149)=3,48; 
p<0,033 
F(2,149)=6,47; 
p<0,002 
F(2,149)=1,71; 
p<0,185 
F(2,149)=1,19; 
p<0,307 
 Periodo frío F(2,149)=0,49; p<0,612 
F(2,149)=3,21; 
p<0,043 
F(2,149)=1,96; 
p<0,144 
F(2,149)=0,16; 
p<0,856 
F(2,149)=8,35; 
p<0,0004 
F(2,149)=3,67; 
p<0,028 
 Interacción F(4,149)=4,45; p<0,002 
F(4,149)=4,61; 
p<0,002 
F(4,149)=2,54; 
p<0,042 
F(4,149)=0,31; 
p<0,868 
F(4,149)=5,91; 
p<0,0002 
F(4,149)=6,33; 
p<0,0000 
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Figura 23 Incremento de peso fresco relativo de las masas embriogénicas de los genotipos Alm4, Alm6 y 
Alm80, al término del segundo subcultivo mensual en condiciones de proliferación (IP2), tras tres periodos de 
almacenamiento en frío. 
 
 
Durante el tercer subcultivo (IP3) la influencia del genotipo sobre el crecimiento fue 
ya muy significativa, desapareció cualquier influencia de la duración del almacenamiento en 
frío, y no hubo interacción significativa entre el genotipo y la duración del almacenamiento 
(Tabla 15; Figura 24). 
 
Figura 24 Incremento de peso fresco relativo de las masas embriogénicas de los genotipos Alm4, Alm6 y 
Alm80, al término del tercer subcultivo mensual en condiciones de proliferación (IP3), tras tres periodos de 
almacenamiento en frío. 
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En conjunto, la tasa de crecimiento relativo total (IT3) después de tres meses de 
cultivo en condiciones de proliferación, de las tres líneas embriogénicas Alm4, Alm6 y 
Alm80, varió significativamente después de 2, 3 y 4 meses de almacenamiento en frío (20, 18 
y 13 respectivamente) (Tabla 15). Sobre esta variable no se detectó influencia significativa del 
genotipo, aunque sí de la interacción entre el genotipo y el tiempo en almacenamiento (Figura 
25). Sin embargo hemos visto, al desglosar el periodo en observaciones mensuales, que la 
mayor parte del efecto debido al almacenamiento en frío se produjo durante el primer mes de 
recuperación, volviendo paulatinamente los cultivos a la normalidad, en la que la influencia 
del genotipo sobre el crecimiento fue lo reseñable. 
  
 
Figura 25 Incremento relativo total de peso fresco de las masas embriogénicas de los genotipos Alm4, Alm6 y 
Alm80, durante un periodo de cultivo de tres meses con repicados mensuales en condiciones de proliferación 
(IT3), tras tres periodos de almacenamiento en frío. 
 
 
La tasa de embriones normales escindibles (ES), también varió significativamente 
después del almacenamiento en frío (32, 21 y 29 tras 2, 3 y 4 meses respectivamente) (Tabla 
15). Se observó también que los genotipos mostraron distinta susceptibilidad al efecto de la 
duración del período de conservación para esta variable, detectándose una interacción 
significativa (Tabla 15): mientas que la línea Alm6 no vio apenas afectada la tasa de 
embriones escindibles con el almacenamiento, las otras dos líneas sufrieron variaciones 
importantes en esta capacidad de producción de embriones (Figura 26). 
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Figura 26 Tasa de embriones somáticos normales escindibles (ES) obtenidos de cada masa embriogénica 
(referido a 1 g de peso fresco inicial) de los genotipos Alm4, Alm6 y Alm80, obtenida al final de los tres 
subcultivos en condiciones de proliferación (ES), tras tres periodos de almacenamiento en frío. 
 
Los resultados mostraron que se pueden mantener los cultivos hasta 4 meses en frío, 
sin riesgo de pérdida de actividad embriogénica, ya que a los pocos meses de retornarlos a 
condiciones de crecimiento activo lo recuperan paulatinamente. Esto permite disponer del 
material vegetal para los diferentes estudios, pudiendo reducir el trabajo y los costes de 
mantenimiento. 
 
Frente a los sistemas de regeneración basados en organogénesis, en embriogénesis 
somática hay pocos trabajos que estudien la influencia del almacenamiento a bajas 
temperaturas sobre el proceso recurrente. Vieitez y Ballester (1999) describieron un sistema 
de conservación a medio plazo, manteniendo cultivos embriogénicos de Camellia  a 2-4ºC 
entre 2-6 meses. Mientras que observaron que el almacenamiento en frío de los embriones 
destinados a germinación era adecuado, no lo fue así para los destinados a mantener las líneas 
embriogénicas, ya que constataron una pérdida de la capacidad embriogénica de los cultivos 
al aumentar el tiempo de permanencia en frío.  
 
Para estrategias de conservación a largo plazo, se han desarrollado protocolos de 
crioconservación de los cultivos embriogénicos, lo que permite el almacenamiento del 
material vegetal sin o con pocas alteraciones a nivel genético, y por un tiempo teóricamente 
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ilimitado (Engelmann y Engels, 2002). Esta técnica se ha aplicado con éxito en el alcornoque 
(Valladares et al, 2004). 
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5 CONVERSIÓN DE LOS EMBRIONES SOMÁTICOS 
 
5.1 MADURACIÓN Y GERMINACIÓN.  
 
Como se ha descrito en numerosas revisiones (Merkle, 1995; Zoglauer et al, 2003; 
Jiménez, 2005), aunque se ha obtenido embriogénesis somática en un gran número de 
especies leñosas, para muchas de ellas tanto la maduración como la conversión a planta viable 
todavía son poco eficientes. Son necesarios una serie de tratamientos para optimizar la 
maduración. Goldberg et al (1989) y Thomas (1993) ya indicaron que los embriones 
somáticos tendrían que desarrollarse de forma similar a los embriones cigóticos, consiguiendo 
las adaptaciones fisiológicas necesarias para el inicio de un nuevo programa post-germinativo. 
 
Wilhelm (2000) en su revisión de los progresos alcanzados especialmente en el género 
Quercus, indicó que deben realizarse más esfuerzos para optimizar los parámetros de calidad 
de los embriones somáticos y conversión a planta viable. También indicó la falta de 
resultados detallados en el control de la embriogénesis secundaria y el inicio de la fase de 
acumulación de reservas. 
 
Por ello, el propósito de los siguientes ensayos fue optimizar el protocolo de 
maduración, mediante la manipulación de las condiciones culturales, para el control de la 
embriogénesis secundaria y el comienzo de la fase de acumulación de sustancias de reserva. 
Mediante el cultivo de embriones somáticos inmaduros en medios con diferente potencial 
osmótico, obtenido mediante su formulación con distintas concentraciones de sacarosa y 
sorbitol, se trató de incrementar las tasas de germinación de los embriones de alcornoque. 
 
 
Procedimiento1: germinación de embriones madurados en 
condiciones de proliferación 
  
Durante las sucesivas transferencias mensuales a medio fresco de las líneas 
embriogénicas Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80, mantenidas en condiciones de 
proliferación (Anexo 1), se seleccionaron embriones somáticos que habían madurado 
espontáneamente (15-20 mm de longitud, color blanco opaco o verde y sin embriogénesis 
secundaria, con un peso fresco medio de 225 mg). 
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Los embriones seleccionados se transfirieron a envases tipo potito (Sigma®, 66 mm de 
altura) conteniendo 35 ml del mismo medio de proliferación. Se dispusieron de 2 a 4 
embriones por envase y se sellaron con Parafilm®. Se mantuvieron durante 60 días en 
oscuridad a 4±1ºC, como tratamiento de estratificación para favorecer la germinación. Se 
decidió aplicar un periodo de 60 días en base a ensayos previos (resultados no mostrados) que 
mostraron mayor eficacia de esta duración sobre la de 30 días previamente analizada 
(Fernández-Guijarro et al, 1995). 
 
Transcurrido el periodo de almacenamiento en frío, los envases se trasladaron a una 
cámara de cultivo para la germinación: 25±2 ºC y fotoperiodo de 16 h de luz (tubos 
fluorescentes de Sylvania Gro-lux® y Philips cool-white, 120-180 µmol m-2 seg-1). 
Transcurridos 30 días en estas condiciones se hizo un recuento del número de embriones que 
habían germinado completamente, con formación de raíz y tallo, de acuerdo con la definición 
de Hartmann and Kester (1983) (Figura 27). 
 
 
 
Se evaluó la influencia del genotipo en la frecuencia de germinación de los embriones 
somáticos. Se realizaron de 6 a 20 repeticiones en el tiempo, dependiendo del genotipo, 
utilizando una media de 39 embriones por repetición. Los datos se transformaron mediante 
A C 
Figura 27 Esquema del protocolo de obtención de plantas somáticas a partir 
de las líneas embriogénicas en proliferación. A: Embriones somáticos en 
proliferación en medio basal; B: Embriones somáticos que han madurado 
espontáneamente en el medio de proliferación; C y D: Embriones somáticos 
germinados tras 30 días en el mismo medio de proliferación, después de un 
periodo de 60 días de almacenamiento en frío.  
B 
D 
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arcoseno para realizar el ANOVA usando el Statística para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 
1996). 
 
El porcentaje medio de embriones que germinaron completamente fue del 39%. Se 
mostraron diferencias significativas entre genotipos (F(4,55)=6,76; p<0,00017), siendo Alm3 
y Alm5 los que germinaron mejor y Alm6 y Alm4 los que mostraron inferiores porcentajes de 
germinación (Figura 28). Los resultados así obtenidos mostraron el potencial germinativo 
básico de los embriones que no reciben ningún tratamiento específico de maduración. El 
hecho de que algunos embriones somáticos maduren espontáneamente sin producir 
embriogénesis secundaria, podría estar relacionado con una baja disponibilidad de nutrientes 
para dichos embriones, ocasionado por el aumento de la densidad del cultivo dentro del 
envase. En algunos trabajos se ha referido esta circunstancia como un posible desencadenante 
de la maduración (Fernández-Guijarro et al, 1994; von Aderkas y Bonga, 2000). 
Figura 28 Frecuencia de germinación de embriones somáticos maduros de Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80. 
Los datos se refieren a la media de las repeticiones por genotipo ± es. 
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 Los mayores porcentajes de germinación obtenidos en estas condiciones, respecto de 
las referidas para alcornoque por Fernández-Guijarro et al (1995), podrían deberse a la 
utilización, por estos autores, de embriones más inmaduros (9 mm), a un menor nivel de 
irradiación durante el periodo de germinación (50 µmol m-2 seg-1) y a un periodo de 
almacenamiento en frío más corto (30 días). En otro artículo, Fernández-Guijarro et al (1994) 
indicaron que los embriones somáticos en este estado de desarrollo germinaron 
completamente en una alta proporción (70%), cuando se sometían a un periodo de depleción 
en nutrientes anterior al almacenamiento en frío durante 30 días.  
   
El efecto del genotipo sobre la germinación en embriones somáticos también se ha 
referido en otras especies del genero Quercus, como Q. acutissima (Kim et al, 1997) y Q. 
robur (Valladares et al, 2006). Park et al (1994) también indicaron un control genético sobre 
la germinación de embriones somáticos de Picea glauca, aunque en menor grado que el 
mostrado en la inducción de embriogénesis. 
 
 Con la aplicación del protocolo de embriogénesis somática descrito hasta el momento, 
se ha logrado la propagación clonal de los genotipos selectos utilizados, obteniéndose un total 
de 902 plantas. Este protocolo sería válido para producir el limitado número de plantas que 
requeriría el establecimiento de ensayos clonales con material procedente de árboles selectos. 
 
Se realizaron ensayos posteriores con la finalidad de obtener mejores tasas de 
germinación de los embriones somáticos de alcornoque, mediante la aplicación de diversos 
tratamientos durante la fase de maduración. Como se ha descrito en muchos trabajos de 
revisión, para el éxito completo del proceso de conversión y aclimatación de las plantas 
somáticas obtenidas en condiciones in vitro, es necesario obtener embriones de buena calidad, 
lo que conlleva una adecuada acumulación de sustancias de reserva, contenido en reguladores 
del crecimiento y estado hídrico (Merkle et al, 1995; George, 1996; von Arnold et al, 2002). 
 
 
Procedimiento2: germinación de embriones madurados 
de forma aislada 
 
Se aislaron embriones somáticos de las líneas embriogénicas Alm1, Alm3, Alm4, 
Alm5 y Alm6 mantenidas por embriogénesis recurrente en las condiciones estándares de 
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proliferación (Anexo 1). Los embriones se seleccionaron en un estado inmaduro (3-5 mm de 
longitud, sin embriogénesis secundaria y con 12 mg de peso fresco medio), después se 
subcultivaron mensualmente en el medio basal descrito. Cuando los embriones alcanzaron un 
tamaño en torno a 25 mm de longitud y con un peso fresco en torno a 1.300 mg, se extrajeron 
de los medios de proliferación y se almacenaron en frío en la misma forma anteriormente 
descrita. Después de dos meses los embriones volvieron a las condiciones de cultivo en 
cámara climatizada para su germinación, aumentando los niveles de irradiación a 180-240 
µmol m-2 seg-1. Se determinó la proporción de embriones somáticos que germinaron 
completamente (formación coordinada de raíz y tallo) después de un mes bajo estas 
condiciones.   
 
Se evaluó la respuesta de una media de 35 embriones por cada repetición, con 10 
repeticiones en el tiempo para cada genotipo. Los datos de frecuencias de germinación se 
transformaron mediante arcoseno para realizar el ANOVA usando el Statística para 
Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). 
 
Figura 29 Frecuencia de germinación de embriones somáticos de Alm1, Alm3, Alm4, Alm5 y Alm6. Los datos 
se refieren a la media de 10 repeticiones por genotipo ± es. 
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El efecto del genotipo sobre la germinación fue significativo [F(4,45)=7,10; 
p<0,0002], variando entre el 41,8% del genotipo Alm4 y el 69,9% del Alm1, siendo la media 
general del 55% (Figura 29). La frecuencia media de germinación en este ensayo 
correspondiente a los genotipos también incluidos en el ensayo del Procedimiento 1, Alm3, 
Alm4, Alm5 y Alm6, fue del 51%, frente al 40% de germinación que mostraron en promedio 
estos mismos genotipos en el ensayo anterior. El hecho de que esta diferencia no fue 
significativa indicaría que el nivel de reservas, al menos en el rango ensayado, no influye en 
la capacidad de germinación. 
  
 
Procedimiento3: germinación de embriones madurados 
en distintas condiciones 
 
Se aislaron embriones inmaduros (3-4 mm, translúcidos y de textura blanda) de las 
líneas embriogénicas Alm3, Alm4, Alm6 y Alm80 mantenidas por embriogénesis recurrente 
en las condiciones estándares de proliferación (Anexo 1). Dichos embriones se transfirieron a 
distintas condiciones de maduración consistentes en tres ciclos de subcultivos de cuatro 
semanas, en medio basal suplementado con sacarosa (30 ó 90 g l-1) o con 30 g l-1 de sacarosa 
más 60 g l-1 de sorbitol, en la secuencia descrita en la Tabla 16. Está ampliamente descrito 
que la disminución del potencial osmótico del medio de cultivo con la inclusión de 
carbohidratos o polialcoholes ejerce un efecto de desecación de los tejidos, favoreciendo la 
maduración de los embriones. La sacarosa es la principal fuente de carbono utilizada en el 
cultivo de tejidos y actúa como osmótico a altas concentraciones. Por el contrario, el sorbitol 
no se metaboliza normalmente en los tejidos, empleándose como osmótico para inducir estrés 
hídrico en los cultivos (George, 1993). Después de estos ciclos de maduración, los embriones 
que no dieron embriogénesis secundaria se almacenaron en frío en las condiciones ya 
descritas. Después de dos meses los embriones volvieron a las condiciones de cultivo en 
cámara climatizada para su germinación, con niveles de irradiación de 180-240 µmol m-2 seg-
1. Se midieron las frecuencias de germinación después de un mes bajo estas condiciones.   
 
En cada tratamiento se utilizaron entre 25-40 embriones por repetición, distribuidos de 
7 a 10 embriones por envase tipo potito. Se realizaron 5 repeticiones en el tiempo por cada 
una de las cuatro condiciones de maduración. Los datos se transformaron mediante arcoseno 
para realizar el ANOVA usando el Statística para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). 
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Cuando los embriones maduraron de forma controlada en el medio de cultivo estándar 
(tres ciclos en 30 g l-1 de sacarosa), las frecuencias de germinación obtenidas entre los 
distintos genotipos variaron desde el 62,2 % del Alm3 al 19,6% del Alm80, con una media 
para todos ellos del 37% (Tabla 16). El porcentaje de germinación medio considerando los 
genotipos comunes a los dos ensayos anteriores, Alm3, Alm4 y Alm6, fue del 43%, sin 
diferencias significativas con las medias para estos genotipos de los dos ensayos precedentes 
(40% para el caso de los embriones de 225 mg, y 51% para el de los de 1300 mg), lo que 
reafirmaría la idea de que el nivel de reservas, en el rango ensayado, no influye en la 
capacidad de germinación de los embriones somáticos.  
 
Tabla 16 Efecto de varias condiciones de maduración sobre la proporción de embriones somáticos de 
alcornoque con germinación completa (raíz y tallo). Datos recogidos después de un mes en condiciones de 
germinación. Los valores son medias de 5 repeticiones con una media de 30 embriones por repetición ± es.  
Medias seguidas de la misma letra no difieren significativamente (Test de Duncan; nivel de significación al 5%). 
 Germinación (%) 
Condiciones de 
maduración 
Alm 3 Alm 4 Alm 6 Alm 80 Total 
1 62,2±2,6 29,5±6,7 35,7±2,0 19,6±4,1 36,7±3,8a 
2 64,2±3,5 34,7±3,5 49,9±2,4 23,1±2,0 42,9±4,2a 
3 40,3±1,2 31,6±7,8 28,6±1,2 6,2±3,5 26,7±4,7b 
4 54,3±2,3 47,1±1,1 36,6±2,2 13,3±2,9 37,8±4,4a 
Total 55,3±4,0 35,7±3,1 37,7±3,0 15,5±2,0 36,1±2,2 
ANOVA  
Genotipo F(3,64) = 35,87; p< 0,000   
Condiciones de maduración F(3,64) = 7,81; p< 0,000   
Interacción F(9,64) = 1,38; p< 0,217   
Condiciones de maduración: tres periodos mensuales en medio con diferentes concentraciones de sacarosa y/o 
sorbitol (sac30 y sac90: 30 y 90 g l-1de sacarosa, respectivamente; sor60: 60 g l-1de sorbitol). 
1: sac30 - sac30 - sac30 
2: sac90 - sac90 - sac30 
3: sac30 - sac30 - (sor60 + sac30) 
4: sac90 - sac90 - (sor60 + sac30) 
 
Las diferentes condiciones de cultivo tuvieron una influencia significativa sobre la 
respuesta de germinación de los genotipos. Las frecuencias de germinación se incrementaron 
en todos los genotipos cuando los embriones maduraron en medios con 90 g l-1 de sacarosa, 
siendo la media de 43% (Tabla 16). Sin embargo, estos mejores resultados no fueron 
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significativos respecto de los medios de maduración con 30 g l-1 de sacarosa. Sin embargo, la 
presencia de sorbitol en el tercer subcultivo de la secuencia que se inició con 30 g l-1 de 
sacarosa no sólo no mejoró la respuesta de germinación, sino que causó una disminución 
generalizada de la capacidad de germinación, con la excepción del genotipo Alm4, 
reduciendo la media general al 27%. Ese efecto negativo de la presencia de sorbitol en el 
tercer subcultivo no se dio cuando los embriones maduraron previamente en medios con 90 g 
l-1 de sacarosa. El supuesto efecto de desecación ejercido por la adición de sorbitol al medio, 
únicamente favoreció la germinación de uno de los genotipos ensayado, Alm4, pero sólo 
cuando fue cultivado previamente en medios con la mayor concentración de sacarosa (Tabla 
16). 
 
Los embriones somáticos de alcornoque cultivados con 90 g l-1 de sacarosa, mostraron 
cotiledones más grandes que los cultivados con menor concentración. Los desarrollados en 
presencia de sorbitol mostraron cotiledones con coloración verde más intensa y un mayor 
desarrollo radical en la germinación. Incluso, la presencia de sorbitol en el tercer subcultivo 
produjo el desarrollo precoz de la raíz en algunos embriones.  
 
García-Martín et al (2001), en sus condiciones de cultivo tampoco incrementaron 
significativamente la germinación de los embriones somáticos de alcornoque madurados con 
altas concentraciones de sacarosa. Sánchez et al (2003) indicaron que la tasa de conversión de 
embriones somáticos de Quercus robur de origen juvenil se favoreció cultivando masas 
embriogénicas en medios de maduración con altos contenidos en carbohidratos. Sin embargo, 
al contrario que nuestros resultados, indicaron que la presencia de sorbitol más sacarosa en los 
medios de maduración favorecía la conversión en planta más eficientemente que con sacarosa 
sola, en esta especie afín al alcornoque. Por otra parte, este mismo tratamiento no fue efectivo 
en la conversión de los embriones somáticos derivados de robles adultos (Valladares et al, 
2006). También se ha referido que la adición de sorbitol durante la maduración impidió la 
germinación de embriones somáticos de alcornoque (Manzanera et al, 1993). En nuestro caso 
sólo un genotipo, Alm4, incrementó ligeramente la frecuencia de germinación al añadir 
sorbitol conjuntamente con sacarosa, después de un cultivo previo en 90 g l-1 de sacarosa.  
 
Lo que sí es de destacar que la presencia de sorbitol en combinación con sacarosa, 
incrementó el desarrollo de la raíz en la mayoría de los genotipos ensayados. Los embriones 
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somáticos de alcornoque madurados en presencia de sorbitol, mostraron cotiledones con 
coloración verde más intensa y un mayor desarrollo radicular en la germinación posterior, lo 
cual sería una característica positiva para la supervivencia a la aclimatación de las plantas 
somáticas. Sánchez et al (2003) también indicaron que la concentración y la fuente de carbono 
en el medio de maduración tenían una marcada influencia en la morfología de los embriones 
somáticos de roble, observándose un reverdecimiento de los embriones cultivados en 
presencia de sorbitol.  
 
 
Procedimiento 4: embriogénesis secundaria en 
embriones madurados en distintas condiciones 
 
Un elemento necesario para la maduración de embriones somáticos es el control de la 
embriogénesis secundaria. La mayor parte de los embriones que no germinan es porque 
forman embriones secundarios (Fernández-Guijarro et al, 2004). Para estudiar el efecto de 
diferentes concentraciones de sacarosa y sorbitol sobre la limitación de la embriogénesis 
secundaria, se aislaron embriones algo más inmaduros que en el procedimiento anterior (2-3 
mm, blandos y translúcidos) de las líneas embriogénicas Alm3 y Alm6, mantenidas por 
embriogénesis recurrente en las condiciones estándares de proliferación (Anexo I). Las 
condiciones de maduración consistieron en tres periodos de subcultivo, cada uno de ellos con 
una duración de cuatro semanas, en medio basal suplementado con sacarosa (10, 30, 60 ó 90 
gl-1) ó con 30 gl-1 de sacarosa más 60 g l-1 de sorbitol, en diferentes secuencias descritas en su 
conjunto en la Tabla 19. Después de cada período se contó el número de embriones con 
embriogénesis secundaria. Al ciclo siguiente pasaron aquellos embriones que no mostraron 
signos de formación de embriogénesis al término del ciclo anterior. 
 
En el primer periodo de cultivo se cultivaron 16 embriones en promedio por 
repetición, distribuidos a razón de 7 a 10 embriones por envase tipo potito. Se realizaron de 5 
a 15 repeticiones en el tiempo para cada una de las cuatro condiciones de maduración (Tabla 
17). Los datos se transformaron mediante arcoseno para realizar el ANOVA usando el 
Statística para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). 
 
Al término del primer periodo, el 44% de los embriones formaron embriogénesis 
secundaria, influyendo la condición de cultivo en la respuesta. No hubo diferencias entre los 
dos genotipos, aunque sí una interacción significativa entre el genotipo y la condición de 
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cultivo. El medio que produjo mayor proporción de embriogénesis secundaria en ambos 
genotipos fue el de molaridad más alta aportada por la adición de sorbitol, no siendo 
significativamente diferentes las respuestas obtenidas con las molaridades más bajas 
aportadas por la sacarosa (Tabla 17). La deprivación de sacarosa, provocada por el medio con 
la concentración más baja (10 g l-1de sacarosa), no ejerció el efecto esperado como posible 
desencadenante de la maduración. De igual forma, la hipótesis de que un medio con alta 
osmolaridad (aportado por los 30 g l-1de sacarosa mas los 60 g l-1de sorbitol) podría favorecer 
el cambio de la fase embriogénica a la de maduración, no ha sido  efectivo en este ensayo. 
 
Tabla 17 Efecto de la presencia de sacarosa y sorbitol en el medio de maduración, sobre la proporción de 
embriones somáticos de dos genotipos de alcornoque que generan embriogénesis secundaria. Datos recogidos 
después de 4 semanas en cultivo (primer periodo de maduración). Los valores son medias de entre 5 y 15 
repeticiones con una media de 16 embriones por repetición ±es. Medias seguidas de la misma letra no difieren 
significativamente (Test de Duncan; nivel de significación al 5%). 
 
 Embriogénesis secundaria (%) 
Condiciones de 
maduración 
Alm 3 Alm 6 Total 
1 38,2±5,1 41,9±3,6 40,0±3,1a 
2 29,9±6,9 47,4±4,2 37,9±4,9a 
3 35,1±3,7 46,6±4,3 40,9±3,0a 
4 83,9±6,7 54,1±2,7 69,0±6,0b 
Total 41,9±3,8 46,4±2,3 44,1±2,2 
ANOVA  
Genotipo F(1,63) = 0,04; p< 0,845 
Condiciones de maduración F(3,63) = 12,92; p< 0,000 
Interacción F(3,63) = 7,42; p< 0,000 
Condiciones de maduración: primer periodo mensual en medios con diferentes concentraciones de sacarosa y/o 
sorbitol (sac10, sac30 y sac90: 10, 30 y 90 g l-1de sacarosa, respectivamente; sor60: 60 g l-1de sorbitol). 
1: sac10  (29,2 mM) 
2: sac30  (87,6 mM) 
3: sac90  (262,9 mM) 
4: sac30 + sor60  (416,9 mM) 
 
 En el segundo periodo de cultivo, cada tratamiento se aplicó a una media de 12 
embriones por repetición, y entre 2 y 7 repeticiones en el tiempo por cada una de las 
condiciones de maduración. Al término de este periodo, en conjunto el 29% de los embriones 
formaron embriogénesis secundaria, influyendo muy significativamente la condición de 
maduración. Siguió sin haber diferencias entre los dos genotipos, y tampoco hubo interacción 
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con la condición de maduración. La condición de cultivo 4 [sac90-sac90] controló mejor la 
formación de embriogénesis secundaria, no siendo significativamente diferente de la 
condición 3 [sac30-sac30] y la 5 [sac90-(sac30+sor60)] (Tabla 18) . Las condiciones de 
cultivo que determinaron una peor respuesta, en términos de mayor proporción de 
embriogénesis secundaria, fueron la 1 [sac10 - sac30], la 2 [sac10 - sac90] y la 6 [(sac30 + 
sor60) - sac90]. (Tabla 18). Se podría interpretar que éstas fueron las que tuvieron un peor 
preacondicionamiento en el periodo inicial, bien por baja concentración de sacarosa en el 
periodo inicial que supuso un salto osmótico al segundo demasiado elevado (condiciones 1 y 
2), o bien por que los cultivos mantienen un efecto memoria del excesivo choque osmótico 
sufrido en el periodo anterior (condición 6) 
 
Tabla 18 Efecto de la presencia de sacarosa y sorbitol en el medio de maduración, sobre la proporción de 
embriones somáticos de dos genotipos de alcornoque que generan embriogénesis secundaria. Datos recogidos 
después de 8 semanas en cultivo (segundo ciclo de maduración). Los valores son medias de entre 2 y 7 
repeticiones con una media de 12 embriones por repetición ± es. Medias seguidas de la misma letra no difieren 
significativamente (Test de Duncan; nivel de significación al 5%). 
 Embriogénesis secundaria (%) 
Condiciones de 
maduración 
Alm 3 Alm 6 Total 
1 31,4±7,1 38,7±8,6 35,1±5,3bce 
2 60,3±6,4 35,5±10,6 45,4±8,6bd 
3 16,6±6,8 28,5±8,1 21,6±4,5ac 
4 16,0±4,0 18,9±6,1 17,5±4,6a 
5 29,1±10,7 24,0±8,1 26,6±6,1ade 
6 61,9±4,8 40,1±7,7 48,9±7,0b 
Total 28,3±4,5 29,7±3,4 29,0±2,8 
ANOVA  
Genotipo F(1,31) = 0,72; p< 0,402 
Condiciones de maduración F(5,31) = 5,48; p< 0,001 
Interacción F(5,31) = 1,39; p< 0,255 
Condiciones de maduración: segundo periodo mensual en medios con diferentes concentraciones de sacarosa y/o 
sorbitol (sac10, sac30 y sac90: 10, 30 y 90 g l-1de sacarosa, respectivamente; sor60: 60 g l-1de sorbitol). 
1: sac10 - sac30 
2: sac10 - sac90 
3: sac30 - sac30 
4: sac90 - sac90 
5: sac90 - (sac30 + sor60) 
6: (sac30 + sor60) - sac90 
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Dos subcultivos en medios con 90 g l-1 de sacarosa, produjo embriones más 
desarrollados y con un aspecto menos hidratado, tal vez relacionado con el efecto osmótico 
ejercido por esta concentración de carbohidrato. 
 
En el tercer periodo de cultivo, cada tratamiento se aplicó al número de embriones sin 
embriogénesis secundaria procedentes del ciclo anterior. En este periodo no se realizó 
ANOVA por la falta de repeticiones para alguna condición, al ir disminuyendo 
progresivamente el número disponible de embriones sin embriogénesis secundaria. En 
conjunto, en este tercer periodo, el 23% de los embriones procedentes del ciclo anterior 
formaron embriogénesis secundaria (Tabla 19). Progresivamente vá disminuyendo la 
proporción de embriones que forman embriogénesis secundaria, presumiblemente por un 
efecto de selección de aquellos que van teniendo una maduración adecuada. 
 
Aparte de la condición 7 [(sac30 + sor60) - sac90 - sac30], que fue la que en este ciclo 
produjo la menor frecuencia de embriogénesis secundaria, posiblemente porque los pocos 
embriones que quedaban sin ella en esta secuencia ya estaban muy seleccionados, las más 
favorables fueron la 3 [sac30 - sac30 - sac30] y la 5 [sac90 - sac90 - (sac30 + sor60)]. Luego 
tenemos un grupo en que están la 4 [sac90 - sac90 - sac30] y la 1 [sac10 - sac30 - sac60], 
posiblemente también con la 6 [sac90 - (sac30 + sor60)- sac30]. Los peores resultados los dio 
la secuencia 2 [sac10 - sac90 - sac30] (Tabla 19). Estos resultados indicarían que la 
estabilidad en la condición osmótica o la progresión escalonada, son más favorables para que 
no se favorezca la embriogénesis secundaria que los saltos o cambios bruscos en la 
osmolaridad del medio. 
 
 Para el conjunto del ensayo, teniendo en cuenta los tres periodos de cultivo, las 
secuencias que dieron lugar a la menor frecuencia de embriogénesis secundaria respecto a la 
totalidad de los embriones iniciales fueron la 3 [sac30 - sac30 - sac30] y la 4 [sac90 - sac90 - 
sac30]. A continuación hay un grupo con las secuencias 1 [sac10 - sac30 - sac60], 5 [sac90 - 
sac90 - (sac30 + sor60)] y 6 [sac90 - (sac30 + sor60)- sac30]. Por último, las peores fueron la 
2 [sac10 - sac90 - sac30] y la 7 [(sac30 + sor60) - sac90 - sac30] (Tabla 19). Estas 
observaciones están en la línea de lo apuntado anteriormente: la estabilidad osmótica, 
fundamentalmente en las primeras fases del proceso, y la progresión son las condiciones de 
cultivo más apropiadas para un desarrollo de los embriones conteniendo la tendencia a dar 
embriogénesis secundaria. 
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Tabla 19 Efecto de la presencia de sacarosa y sorbitol en el medio de maduración, sobre la proporción de 
embriones somáticos de dos genotipos de alcornoque que generan embriogénesis secundaria. Datos recogidos 
después 12 semanas en cultivo (tercer ciclo de cultivo). Se indica también el porcentaje de embriones sin 
embriogénesis secundaria, respecto del número de embriones iniciales, para el conjunto de los tres periodos de 
cultivo. 
 Embriogénesis secundaria 
(%) 
 Sin Embriogénesis secundaria 
(%) 
Condiciones de 
maduración 
Alm 3 Alm 6 Total  Alm 3 Alm 6 Total 
1 35,3 17,7 26,5  29,3 22,2 25,8 
2 58,3 31,3 44,8  6,9 22,4 14,7 
3 9,3 12,1 10,7  48,0 36,7 42,3 
4 25,0 19,4 22,2  30,4 37,9 34,2 
5 14,3 13,3 13,8  22,5 26,5 24,5 
6 48,2 18,8 33,5  17,7 30,6 24,2 
7 0 11,1 5,55  6,0 13,1 9,6 
Total 27,2 17,7 22,5  23,0 27,1 25,1 
Condiciones de maduración: tercer periodo mensual en medios con diferentes concentraciones de sacarosa y/o 
sorbitol (sac10, sac30, sac60 y sac90: 10, 30, 60 y 90 g l-1de sacarosa, respectivamente; sor60: 60 g l-1de 
sorbitol). 
1: sac10 - sac30 - sac60 
2: sac10 - sac90 - sac30 
3: sac30 - sac30 - sac30 
4: sac90 - sac90 - sac30 
5: sac90 - sac90 - (sac30 + sor60) 
6: sac90 - (sac30 + sor60)- sac30 
7: (sac30 + sor60) - sac90 - sac30 
 
Estos resultados están en la línea de los descritos por Fernández-Guijarro et al (1994), 
donde se indica que el estrés osmótico inducido por altas concentraciones de sacarosa, en 
cultivos en oscuridad de embriones somáticos inmaduros de alcornoque, no detenía la 
formación de embriogénesis secundaria.  
 
 
5.2 ACLIMATACIÓN. INFLUENCIA DEL GENOTIPO. 
 
El sistema más generalizado para el establecimiento en campo de las plantas somáticas 
es la transferencia de las plantas germinadas in vitro a contenedores forestales con un sustrato 
adecuado y disponerlas en condiciones de alta humedad para su aclimatación.  
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Procedimiento 1 
 
Los embriones somáticos germinados, derivados del procedimiento 1 del apartado 5.1, 
y con  una longitud de tallo mínima de 1,5 cm, se transfirieron ex vitro a macetas de plástico 
(180 ml) con sustrato compuesto por corteza de pino, turba y arena (3:1:1, v/v/v) y 3 g l-1 de 
fertilizante de liberación lenta Osmocote®. Se mantuvieron un primer periodo de 2 meses en 
cámara de cultivo cubiertas con envases tipo potito invertidos, para mantenerlas en 
condiciones de humedad alta, con fotoperiodo de 16 h de luz.  Después de este periodo, se 
procedió a retirar los envases que cubrían las plantas durante 1 hora diaria, con la finalidad de 
que se fueran aclimatando paulatinamente a condiciones de humedad relativa más baja. Al 
cabo de 1 mes se retiraron los envases definitivamente. Al cabo de otro mes, las plantas con 
crecimiento activo se transfirieron a alvéolos forestales QP 82/82 L (volumen del alveolo 430 
ml) y se trasladaron al exterior bajo umbráculo y riego por nebulización. Al cabo de dos 
meses se registró el número total de plantas que sobrevivieron al proceso completo de 
aclimatación. 
 
Se evaluó la influencia del genotipo (Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80) sobre la 
frecuencia de plantas supervivientes al cabo de 2 meses desde el trasplante en condiciones de 
alta humedad (S1), la frecuencia de supervivencia al mes bajo condiciones de endurecimiento 
(S2) y la frecuencia de supervivencia después de tres meses sin protección, seis meses 
después de la germinación, al término de la aclimatación (S3). Se calculó también la 
frecuencia de aclimatación total, referida al número final de plantas que continuaron viables 
respecto de las inicialmente utilizadas (A) después de seis meses desde la germinación de los 
embriones somáticos. Los datos de supervivencia después de los sucesivos periodos de 
aclimatación, se analizaron estadísticamente usando el test de Chi-cuadrado. 
 
Al contrario de lo referido en otros estudios con esta especie (García-Martín et al, 
2001), no se han observado anormalidades apreciables en las hojas de las plantas regeneradas, 
lo que podría deberse al hecho de no emplear reguladores de crecimiento durante la 
multiplicación, maduración y germinación de los embriones somáticos. Sin embargo, en 
general, las plantas muestran hojas pequeñas y entrenudos cortos durante su crecimiento in 
vitro, aspecto que se corrige a lo largo del crecimiento ex vitro, pudiendo observar en muchos 
casos una diferencia entre ambos tipos de crecimiento (Figura 30). 
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Figura 30 Plantas somáticas aclimatadas. 
 
Después de dos meses en condiciones de humedad alta, un 45,5% de las plantas 
trasplantadas a sustrato después de la germinación de los embriones somático mostraron 
crecimiento activo. Después del periodo de endurecimiento, sobrevivieron el 30,6% de las 
plantas. De éstas, el 32,6% se mantuvieron vivas después del periodo sin protección, al 
término de la aclimatación. En todos estos periodos existió una influencia significativa del 
genotipo, con frecuencias de supervivencia muy dispares entre ellos. El porcentaje global de 
plantas aclimatadas, respecto de las 703 plantas inicialmente germinadas, fue en conjunto del 
5%, entre un 0% y un 9,8% dependiendo del genotipo (Tabla 20). 
 
Tabla 20 Efecto del genotipo en la aclimatación de plantas de alcornoque procedentes de embriones somáticos. 
Los datos se refieren a la proporción de plantas que sobreviven después de sucesivos periodos de aclimatación: 
en humedad alta (S1), en humedad reducida (S2) y después de tres meses sin protección, al término de la 
aclimatación (S3). Se indica la frecuencia de aclimatación total, referida al número final de plantas que 
continuaron viables respecto de las inicialmente utilizadas (A), después de seis meses desde la germinación de 
los embriones somáticos. P1-P3: número de plantas somáticas al inicio de cada periodo. P: número de plantas 
aclimatadas. 
 Supervivencia 
 S1  S2 S3  A 
Genotipo P1 %  P2 % P3 %  P % 
Alm3 190 55,2  105 43,8 46 34,7  16 8,4 
Alm4 112 47,3  53 37,7 20 55,0  11 9,8 
Alm5 71 53,5  38 28,9 11 27,3  3 4,2 
Alm6 99 41,4  41 31,7 13 15,4  2 2,0 
Alm80 231 35,9  83 9,6 8 0  0 0 
Media 703 45,5  320 30,6 98 32,6  32 4,6 
χ2(df=4) 18,51  29,86 10,02  26,20 
p =0,001  <0,0001 =0,0401  =0,0001 
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 García-Martín et al (2001) señalaron que la germinación de embriones somáticos de 
alcornoque necesitaba la presencia de una fuente de carbono en el medio de cultivo. Por lo 
tanto, la falta de reservas suficientes en el cotiledón para lograr el desarrollo en los estados 
más avanzados en la germinación, fundamentalmente el crecimiento de una larga raíz 
pivotante antes de que las hojas empiecen a ser funcionales, pueden ser la causa de estos bajos 
porcentajes de conversión. De hecho, el peso fresco de los embriones somáticos utilizados en 
este estudio es menor del 10% del peso fresco promedio de una bellota madura sin cubierta. 
Por lo tanto, el adecuado almacenamiento de nutrientes en los cotiledones permanece como el 
principal cuello de botella para una conversión eficiente de los embriones somáticos de 
alcornoque. Esto es similar a lo que ocurre con otras especies del género Quercus (Wilhelm, 
2000). Otra posible causa del bajo porcentaje de conversión de los embriones somáticos de 
alcornoque es la susceptibilidad de las plantas de esta especie al trasplante a raíz desnuda. El 
genotipo afectó a todas las variables consideradas durante el proceso de conversión. Sin 
embargo se observó que la influencia más significativa fue sobre el periodo de 
endurecimiento, lo que indicaría que es el más crítico de todo el proceso. 
 
Procedimiento 2 
 
Los embriones somáticos germinados, derivados del procedimiento 2 del apartado 5.1, 
y con un tallo en el inicio de su desarrollo, se transfirieron a condiciones ex vitro en bandejas 
con alvéolos unitarios (super-leach M30) con sustrato compuesto por corteza de pino, turba y 
perlita (1:1:1, v/v/v) y 3 g l-1 de fertilizante de liberación lenta (Osmocote®). 
 
Las plantas se mantuvieron un primer periodo de 10 días en cámara de cultivo de alta 
humedad, 24 ºC y fotoperiodo de 16 h de luz, cubiertas con envases de plástico invertidos 
agujereados en la base para reducir la evapotranspiración. Posteriormente se destaparon y se 
mantuvieron en las mismas condiciones durante 2 meses, después de los cuales se trasladaron 
a condiciones de invernadero con riego por nebulización. A los 4 meses en estas condiciones 
se tomaron datos de aclimatación. 
 
Los datos de crecimiento activo después de estos dos ciclos de aclimatación, se 
analizaron estadísticamente usando el test de Chi-cuadrado. 
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Tabla 21 Efecto del genotipo en la aclimatación (A) de plantas de alcornoque procedentes de embriones 
somáticos. Los datos se refieren a porcentajes de aclimatación después de 2 meses en cámara climatizada y 4 
meses en invernadero. P: plantas somáticas iniciales. 
 A 
Genotipo P % 
Alm1 69 20,3 
Alm3 68 52,9 
Alm4 131 28,7 
Alm5 54 24,1 
Alm6 86 33,7 
Alm80 10 40,0 
Total 418 28,5 
χ2(df=5) 32,25 
p =0,0001 
 
 
El 28,5% de las plantas inicialmente transferidas ex vitro mantuvieron crecimiento 
activo, encontrándose diferencias entre los distintos genotipos (Tabla 21). Con este 
procedimiento se logró una notable mejora respecto del procedimiento 1. Probablemente esto 
fue debido a que los embriones desarrollados en las condiciones del procedimiento 2 
(maduración de los embriones de forma aislada y con niveles más altos de radiación 
fotosintéticamente activa, con mayor tamaño y peso fresco antes de su germinación), fueron 
más vigorosos y por lo tanto tuvieron mayores capacidades  de supervivencia (Figura 31).  
 
 
      
Figura 31 Plantas somáticas aclimatadas a los 2 meses (A) y 4 meses (B), en condiciones de invernadero. 
 
A B 
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Aunque el número de plantas aclimatadas en las condiciones descritas es discreto, 
pueden ser suficientes para la realización de ensayos clonales, a fin de evaluar genéticamente 
los árboles seleccionados. 
 
Como conclusión de los ensayos de germinación y aclimatación en su conjunto, cabe 
señalar que los embriones somáticos seleccionados en un estado de desarrollo inicial y 
cultivados de forma aislada, durante varios ciclos en el medio de proliferación estándar, hasta 
alcanzar un desarrollo de alrededor de 25 mm y una media de 1.300 mg, consiguen alcanzar 
un desarrollo adecuado para su posterior conversión en planta. Un protocolo basado en el 
cultivo de forma aislada de los embriones inmaduros de alcornoque, durante 12 semanas en 
una secuencia de dos subcultivos conteniendo 90 g l-1 de sacarosa y un tercero en 30 g l-1 de 
sacarosa, permite alcanzar un estado de maduración que les capacita para germinar en una alta 
proporción y producir planta viable. 
 
5.3 EVALUACIÓN EN CAMPO DE LAS PLANTAS REGENERADAS DE 
ALCORNOQUES SOBRESALIENTES Y DE SUS PROGENIES DE MEDIO 
HERMANOS. 
 
Uno de los aspectos que preocupan en relación con los sistemas de micropropagación, 
es el asociado con el grado de madurez de las plantas obtenidas por organogénesis o por 
embriogénesis somática, respecto de las procedentes de semillas (Ruaud y Pâques, 1995). 
Por ello, es necesario comparar el comportamiento de las plantas con distintos orígenes en 
ensayos en campo. Así mismo es imprescindible el establecimiento de ensayos clonales para 
la evaluación de los clones, ensayos que proporcionan la información requerida para la 
estima de parámetros genéticos y de las interacciones genotipo-ambiente (Celestino et al, 
2005). Se han descrito ensayos de campo para evaluar el comportamiento de las plantas 
micropropagadas en especies con alto valor comercial, destacando Picea glauca 
(Grossnickle et al, 1992), Picea abies (Ruaud y Pâcques, 1995), Pseudotsuga menziesii 
(Benowicz et al, 2002), Elaeis guineensis (Khaw et al, 1998), donde se indica un desarrollo 
similar entre las plantas procedentes de semillas y de embriones somáticos derivados de 
tejidos juveniles y, por tanto, el mantenimiento de la juvenilidad en las plantas somáticas.  
 
Para nuestra parcela de ensayo se diseñó un esquema de plantación que permitiera 
estudiar el comportamiento de las plántulas de diferentes orígenes, llevando a cabo 
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comparaciones a dos niveles: procedentes de embrión cigótico vs embrión somático, y las 
procedentes de embriones somáticos inducidos en árbol adulto vs los inducidos en planta 
joven.  
 
Implantación 
 
En otoño de 2003 se llevó a cabo el transplante a suelo de las plantas regeneradas 
mediante embriogénesis somática de alcornoques sobresalientes y de sus progenies de medio-
hermanos, previamente cultivadas en contenedores forestales bajo condiciones de invernadero 
durante 6-8 meses. Se utilizaron plantas de los tres orígenes mencionados, que se 
establecieron en un terreno considerado adecuado para el crecimiento de alcornoque, 
perteneciente al I.E.S. Escuela de Capacitación Agraria, del IMIDRA, en Villaviciosa de 
Odón (Madrid). 
 
Se midieron los siguientes parámetros: supervivencia a los seis meses y al año del 
establecimiento; crecimiento en altura y diámetro en la base del tallo de las plantas al cabo de 
uno, dos y tres años desde su implantación. Se evaluó la influencia del componente genético y 
del origen (tipo de progenie) de las plantas sobre dichos parámetros. 
 
Los tres orígenes de plantas se generaron a partir de cinco árboles sobresalientes 
(Alm1, Alm3, Alm4, Alm5 y Alm6) de la finca “La Almoraima” (Cádiz): 
 
¾ Plántulas cigóticas, obtenidas de la germinación de bellotas procedentes de los distintos 
genotipos adultos, recogidas en otoño de 2002. Se plantaron en bandejas con alvéolos 
unitarios (super-leach M30) con sustrato compuesto por corteza de pino, turba y perlita 
(1:1:1, v/v/v) y 3 g l-1 de fertilizante de liberación lenta (Osmocote®). Se mantuvieron en 
invernadero con riego por nebulización entre 6 y 8 meses hasta su transplante a tierra.  
 
¾ Plántulas somáticas,  obtenidas de la germinación de embriones somáticos inducidos en 
hojas de los genotipos adultos y en hojas de las plántulas de sus progenies de medio-
hermanos. Para la germinación y aclimatación de ambos tipos de plántulas somáticas se 
llevó a cabo el protocolo descrito en el procedimiento 2 de este capítulo. Posteriormente 
se trasladaron a invernadero con riego por nebulización, donde se mantuvieron entre 6 y 8 
meses hasta su transplante a tierra. 
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Se diseñó el ensayo con 15 tratamientos (5 genotipos x 3 tipos de progenie) dispuestos 
en 5 bloques o repeticiones completamente aleatorizados. A cada tratamiento se le asignó al 
azar un número cuya equivalencia se incluye en la Tabla 22.  
 
Tabla 22 Código numérico asignado a los tratamientos de cada unidad experimental en la plantación (ES: 
embrión somático). 
Árbol (genotipo) Tipo de progenie Nº tratamiento 
Alm1 ES tejido adulto 14 
Alm1 Bellota 9 
Alm1 ES tejido joven 15 
Alm3 ES tejido adulto 12 
Alm3 Bellota 1 
Alm3 ES tejido joven 7 
Alm4 ES tejido adulto 6 
Alm4 Bellota 4 
Alm4 ES tejido joven 10 
Alm5 ES tejido adulto 11 
Alm5 Bellota 2 
Alm5 ES tejido joven 8 
Alm6 ES tejido adulto 5 
Alm6 Bellota 3 
Alm6 ES tejido joven 13 
 
 
En cada bloque los 15 tratamientos se repartieron en cinco filas y tres columnas, 
estando cada tratamiento representado por 3 plantas. La distribución se representa en la Figura 
32. De este modo se utilizaron por cada bloque 15 plantas de cada tipo de material (75 plantas 
de cada tipo en toda la plantación). Por tanto, la plantación se estableció con un total de 225 
plantas. Además se efectuó la plantación de una línea de borde con plantas procedentes de 
bellotas de todos los genotipos, escogidas al azar. Se instaló riego por goteo. Tanto en la 
primavera como en el otoño de 2004 las plantas muertas se repusieron con nuevas plantas, 
con alturas comprendidas entre 10 y 15 cm. 
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Figura 32 A: Distribución por filas y columnas de los tratamientos en cada una de los cinco bloques en la 
plantación; B: Esquema de distribución de las plantas dentro de la repetición 1; C: Parcela de ensayo en Otoño 
de 2004. 
 
Los datos de supervivencia de las plantas tomadas a los seis meses y al año del 
establecimiento de la plantación, se analizaron mediante el test de Chi-cuadrado. Se tomaron 
las medidas de los diámetros en la base del tallo y la altura de las plantas después del primer 
periodo vegetativo (año 2004). Los datos, previa transformación logarítmica, se analizaron 
mediante ANOVA y se compararon las medias con el test de Duncan, usando el Statística 
para Windows® 5.1 (StatSoft, Inc. 1996). Los datos de crecimiento correspondientes a los 
años 2005 y 2006 se consideraron como incrementos en altura y diámetro durante dichos 
periodos vegetativos, y se analizaron mediante ANOVA utilizando el SPSS 15.0 para 
Windows, efectuando comparaciones múltiples entre las medias observadas. 
 
A
B
C 
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Figura 33 Plántulas somáticas establecidas en la parcela de ensayo (Otoño 2003). 
 
Primer periodo vegetativo 
 
En la primavera de 2004, al cabo de seis meses del establecimiento de la plantación, la 
supervivencia de las plantas procedentes de bellota fue prácticamente del 100% (solamente 
causó baja una planta de las 75 utilizadas), mientras que sólo sobrevivieron el 48% de las 
plantas somáticas (χ2=56,81; p=0,0001). La supervivencia de las plantas somáticas 
procedentes de la progenie de semifratrias, aunque algo más elevada que la de las originadas a 
partir de los árboles adultos, 51% frente a 45%, no mostró diferencias significativas. El factor 
genético influyó significativamente en la supervivencia de las plantas somáticas procedentes 
de árboles adultos, lo que no se observó entre las procedentes de planta joven (Tabla 23), 
probablemente debido a la mayor uniformidad dentro de cada progenie clonal. 
 
La toma de datos en otoño nos reveló que siguió habiendo diferencias entre las 
supervivencias de las plantas de origen cigótico y de origen somático, del 100% frente al 67% 
(χ2=32,14; p=0,0001), pero no hubo diferencias entre las plantas procedentes de embriones 
somáticos de origen adulto frente a las de origen juvenil. Se mantuvieron las diferencias 
debidas al genotipo en las plantas somáticas procedentes de árbol adulto (Tabla 23). 
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Tabla 23 Porcentajes de supervivencia de las plantas somáticas originadas a partir de hojas de árbol adulto y de 
hojas de la progenie de semifratrias, después de seis y doce meses de su establecimiento en la parcela de ensayo. 
Alm: plántula somática de árbol adulto; FAlm: plántula somática de planta joven semifratria. 
Plantas somáticas 
 De árbol adulto De planta joven semifratria 
  % supervivencia % supervivencia
 Genotipo Nº primavera otoño Familia Nº primavera otoño 
 Alm1 15 20 47 FAlm1 15 53 60 
 Alm3 15 100 80 FAlm3 15 40 80 
 Alm4 15 27 33 FAlm4 15 27 60 
 Alm5 15 27 87 FAlm5 15 73 67 
 Alm6 15 53 87 FAlm6 15 60 67 
 Total 75 45 67 Total 75 51 67 
Genotipo  χ
2=26,58; 
p=0,0001 
χ2=16,8; 
p=0,0021   
χ2=7,79; 
p=0,0997 
χ2=1,80; 
p=0,7725
Origen Primavera Otoño   χ2 
(Adulto vs 
Joven) χ2=0,43; p=0,51 χ2=0; p=1,0   
 
 
Transcurrido un periodo de crecimiento vegetativo desde su implantación en la parcela 
de ensayo, se tomaron medidas del diámetro de la base del tallo y de la altura de las plantas. 
Se detectaron diferencias significativas entre las de origen cigótico y somático, llegando a ser 
el doble el valor de las primeras respecto del de las segundas para ambos parámetros. Las 
plantas somáticas procedentes de material adulto mostraron mayores diámetros y alturas que 
las procedentes de material juvenil (Tabla 24), probablemente reflejando la superioridad 
genética del material selecto del que se parte. Podríamos mencionar que entre las plantas 
somáticas de origen adulto, el clon Alm3 mostró el mayor crecimiento en ambos parámetros; 
mientras que, entre las de origen juvenil, fue la familia Alm5. Entre las plantas procedentes de 
bellotas la familia Alm4 mostró los mayores crecimientos. 
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Tabla 24 Influencia del componente genético y del tipo de progenie sobre el diámetro medio en la base (Dm; cm±e.s) y altura media (Alt; cm±e.s.) de las plantas de 
alcornoque, después de un año de su establecimiento en una parcela de ensayo (al término de 2004). Alm: plántula somática de árbol adulto; FAlm: plántula somática de 
planta joven semifratria; BAlm: plántula de familia de semifratrias. Medias seguidas de la misma letra no difieren significativamente (test de Duncan, p<0,05).  
 
Plantas somáticas de árbol adulto  Plantas de familia semifratria  Plantas somáticas de planta joven semifratria
 Dm Alt   Dm Alt   Dm Alt 
Alm1 0,30±0,04 14,1±3,5  BAlm1 0,77±0,04 57,7±4,4  FAlm1 0,37±0,05 23,2±4,8 
Alm3 0,51±0,07 44,7±6,5  BAlm3 0,68±0,07 48,8±6,8  FAlm3 0,34±0,04 13,6±2,3 
Alm4 0,25±0,02 12,4±2,0  BAlm4 0,90±0,08 66,5±3,9  FAlm4 0,31±0,03 23,4±5,1 
Alm5 0,45±0,04 31,7±4,4  BAlm5 0,89±0,08 63,0±4,6  FAlm5 0,41±0,06 26,8±5,7 
Alm6 0,47±0,07 24,6±3,9  BAlm6 0,64±0,05 43,2±5,0  FAlm6 0,28±0,03 20,6±4,1 
Total 0,44±0,03a 28,5±2,6a  Total 0,78±0,03b 55,8±2,4b  Total 0,34±0,02c 21,4±2,0c 
           
ANOVA 
(Genotipo) 
F(4,50)=2,29; 
p<0,073 
F(4,55)=4,48;
p<0,003   
F(4,70)=3,2; 
p<0,018 
F(4,70)=4,5; 
p<0,499   
F(4,63)=1,2;
p<0,323 
F(4,66)=0,85
;p<0,499 
           
 Dm  Alt     
ANOVA 
(Origen) F(2,195)=75,5; p<0,0000 
 
F(2,203)=51,96; p<0,0000 
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La influencia del genotipo sobre el diámetro alcanzado por las plantas de origen 
cigótico podría indicar un valor alto de heredabilidad para dicho carácter en etapas tempranas, 
lo que no ocurriría con el crecimiento en altura (Tabla 24). Los datos correspondientes a las 
plantas somáticas, fundamentalmente los referidos al diámetro en unas plantas tan pequeñas, 
no son muy fiables debido a su variabilidad. Aún así se observa diferencia significativa para 
el crecimiento en altura en las plantas procedentes de embrión somático inducido en árbol 
adulto: la uniformidad de las progenies vegetativas ayudaría a detectar estas diferencias. 
 
Segundo y tercer periodos vegetativos 
 
En febrero de 2006 y de 2007, se volvieron a tomar datos de diámetro en la base del 
tallo y de altura alcanzada por las plantas, y se calcularon los crecimientos correspondientes a 
los periodos vegetativos de los años 2005 y 2006 como incrementos en ambos parámetros con 
respecto a la medida del año anterior. 
 
En la Tabla 25 se resumen los datos del análisis de la varianza para los factores 
principales considerados en el diseño de la plantación. Considerando los incrementos 
acumulados entre los periodos de 2005 y 2006 observamos que el componente genético no 
tiene influencia significativa sobre ambos parámetros de crecimiento, pero sí el tipo de 
progenie. Sin embargo, al considerar ambos periodos de crecimiento individualmente, en el 
primero (2005) no hubo efecto significativo del componente genético y sí en el segundo 
(2006). En ambos periodos se siguió mostrando un efecto significativo del tipo de progenie, 
tanto para el crecimiento en altura como en diámetro. Al examinar en detalle el efecto del tipo 
de progenie nos encontramos que, para el crecimiento acumulado durante el periodo 
2005+2006, no hubo diferencias significativas para el incremento de altura entre las plantas 
procedentes de embriones somáticos obtenidos de los árboles selectos y las de bellota, aunque 
sí para el crecimiento en diámetro (Figura 34). Las medias de incrementos de las plantas 
procedentes de embriones somáticos originados a partir de plantas jóvenes, fueron 
significativamente inferiores para ambos parámetros considerados. Sin embargo, al ver estas 
diferencias en detalle desglosando ambos periodos de crecimiento, se observó que para el 
crecimiento en altura, durante el primer periodo se muestran estas mismas diferencias, pero en 
el segundo periodo las plantas procedentes de hojas de plantas jóvenes tuvieron un 
crecimiento similar al de las de árbol adulto (Figura 35). 
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Tabla 25 Resumen de los resultados del análisis de la varianza para los factores principales considerados en el 
diseño de la plantación de alcornoques procedentes de embriones somáticos inducidos en hojas de árboles 
adultos y en hojas de su progenie de polinización abierta, así como los procedentes de bellotas de dichos árboles. 
CRECIMIENTO EN DIÁMETRO EN 2005 
Efecto gl Cuadrados Medios F p 
Bloque 4 0,09 3,38 0,01 
Genético 4 0,04 1,45 0,22 
Tipo de procedencia 2 0,48 18,32 0,00 
Error 137 0,03   
     
CRECIMIENTO EN ALTURA EN 2005 
Efecto gl Cuadrados Medios F p 
Bloque 4 1320,19 2,06 0,09 
Genético 4 529,88 0,82 0,51 
Tipo de procedencia 2 4526,76 7,05 0,00 
Error 137 642,30   
     
CRECIMIENTO EN DIÁMETRO EN 2006 
Efecto gl Cuadrados Medios F p 
Bloque 4 0,42 7,00 0,00 
Genético 4 0,17 2,82 0,03 
Tipo de procedencia 2 0,29 4,94 0,01 
Error 137 0,06   
     
CRECIMIENTO EN ALTURA EN 2006 
Efecto gl Cuadrados Medios F p 
Bloque 4 180,07 1,33 0,26 
Genético 4 331,16 2,44 0,05 
Tipo de procedencia 2 566,16 4,18 0,02 
Error 137 135,53   
     
CRECIMIENTO EN DIÁMETRO ACUMULADO 2005+2006 
Efecto gl Cuadrados Medios F p 
Bloque 4 0,79 7,61 0,00 
Genético 4 0,21 2,03 0,09 
Tipo de procedencia 2 1,50 14,37 0,00 
Error 137 0,10   
     
CRECIMIENTO EN ALTURA ACUMULADO 2005+2006 
Efecto gl Cuadrados Medios F p 
Bloque 4 2384,24 2,69 0,03 
Genético 4 1412,92 1,60 0,18 
Tipo de procedencia 2 8100,65 9,15 0,00 
Error 137 885,14   
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Figura 34 Efecto del tipo de progenie  para el crecimiento acumulado de las plantas durante el periodo 
2005+2006. Las barras indican el intervalo de confianza de cada media al 95%.  Medias seguidas de la misma 
letra no difieren significativamente (Test de Duncan; nivel de significación al 5%). 
 
Más significativo es el caso del crecimiento en diámetro: durante el periodo del 2005 
las plantas que más crecieron fuero las de bellota, seguidas de las originadas a partir de árbol 
adulto, teniendo los peores crecimientos las procedentes de embrión somático inducido en 
hoja de planta joven. Sin embargo, durante 2006, el crecimiento de las plantas clónicas de los 
árboles selectos igualó al de las plantas procedentes de bellota. Todo ello indica que en los 
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primeros años tras el establecimiento existe una recuperación de la ventaja inicial que tienen 
las plantas procedentes de bellota con respecto a las de embrión somático, debido al menor 
contenido de reservas en los cotiledones de éstas últimas. Esta recuperación de la ventaja 
inicial es paulatina, y es más palpable en el material de características genéticas superiores, 
las progenies vegetativas de los árboles adultos.  
Figura 35 Efecto del tipo de progenie  para el crecimiento de las plantas durante los periodos 2005 y 2006. Las 
barras indican el intervalo de confianza de cada media al 95%.  Medias seguidas de la misma letra no difieren 
significativamente (Test de Duncan; nivel de significación al 5%). 
 
Por otra parte cabe destacar que el crecimiento, tanto en altura como en diámetro, 
siempre fue superior en las plantas procedentes de embrión somático obtenido a partir de 
hojas de árbol adulto, que en las procedentes de embriones somáticos logrados a partir de 
plantas jóvenes. Si existieran signos de envejecimiento prematuro en las plantas procedentes 
de árboles adultos, probablemente se reflejaría en una pérdida de vigor, lo que no fue el caso 
en nuestro estudio. 
 
La morfología de las plantas de los distintos orígenes no mostraron diferencias 
apreciables. Estas observaciones concuerdan con las descritas en otras especies, donde 
tampoco se apreciaron diferencias destacables entre plantas procedentes de semillas y de 
origen somático de Hevea brasiliensis (Carron et al, 2000) y de Pinus taeda (Pullman et al, 
2003). 
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Figura 36 Parcela de ensayo. A: junio de 2004; B: noviembre de 2004; C y D: febrero de 2006; E y F: febrero de 
2007 
 
Los mayores porcentajes de supervivencia mostrados por las plantas procedentes de 
semillas cigóticas frente a las somáticas probablemente se atribuya, no sólo a la mayor 
cantidad de reservas en los embriones cigóticos, que da lugar a plantas más vigorosas y con 
mayor capacidad de resistencia durante los primeros meses, sino posiblemente también a la 
mayor variabilidad existente entre ellas. En este mismo sentido, se ha descrito en Betula 
pendula (Vihera-Aarnio y Velling, 2001) y Yucca valida (Arce-Montoya et al, 2006) que las 
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diferencias en la supervivencia entre plantas micropropagadas y las derivadas de semillas se 
atribuyeron a la variabilidad presente en la población de semillas empleadas frente a la de las 
plantas clónicas. 
 
Dado que el establecimiento de las plantas es relativamente reciente, será necesario 
seguir recopilando datos a lo largo de sucesivos periodos vegetativos, con el fin de confirmar 
las distintas tendencias del crecimiento de los diferentes orígenes de plantas. Se puede esperar 
que las diferencias en el crecimiento encontradas hasta el momento a favor de las plantas 
cigóticas desaparecerán en el futuro, como se ha sugerido en el caso de parcelas de ensayo 
con plantas somáticas y cigóticas de Pseudotsuga menziesii (Benowicz et al, 2002).  
 
Probablemente, el mayor crecimiento inicial de las plantas clonadas a partir de los 
genotipos selectos respecto a las de origen juvenil, podría incrementarse en los sucesivos 
ciclos vegetativos, debido al hecho de que el componente no-aditivo de la varianza genética 
de los árboles seleccionados haya sido transferido a su progenie vegetativa.  
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6 FIDELIDAD CLONAL. APLICACIÓN DE MARCADORES TIPO AFLP PARA LA 
DETERMINACIÓN DE LA UNIFORMIDAD GENÉTICA DE LOS PARENTALES 
  
La aplicación de técnicas de cultivo in vitro a tejidos vegetales puede dar lugar a la 
aparición de variación, que se puede manifestar, entre otros aspectos, en el fenotipo de las 
plantas regeneradas. Las causas y los efectos de esta variación son muy diversas, siendo las 
que tienen lugar a nivel de modificaciones del ADN las primeras a considerar. Larkin y 
Scowcroft (1981) acuñaron el término variación somaclonal para referirse a la que puede 
aparecer al utilizar técnicas de cultivo in vitro, que se consideraría como una nueva fuente de 
variabilidad, de gran utilidad en programas de mejora, y por tanto ligada a aquellas 
variaciones que fueran heredables. Sin embargo, puede resultar un grave inconveniente 
cuando la estrategia de mejora está basada en la propagación vegetativa, en la que es esencial 
que las poblaciones descendientes sean idénticas a los parentales seleccionados. En las 
especies leñosas, fundamentalmente las de aplicación forestal, en las que los largos tiempos 
de generación condicionan extremadamente los programas de mejora, es de particular 
importancia lograr y mantener la fidelidad clonal (Park et al, 1998). Aunque se ha sugerido 
que la embriogénesis somática ha de ser estable frente a la variación genética (Vasil,1995), 
existen bastantes referencias indicando cambios a dicho nivel (Vendrame et al, 1999; Hornero 
et al, 2001; Wilhelm et al, 2005). 
 
Para la verificación de la fidelidad clonal de las plantas regeneradas respecto de sus 
parentales, resulta imprescindible disponer de herramientas para evaluar precozmente la 
aparición de variación genética (Vázquez, 2001). El presente trabajo se planteó sobre la base 
de dos trabajos previos que utilizaron marcadores moleculares que, teóricamente, analizan 
aleatoriamente el ADN, para detectar variaciones entre diferentes materiales del proceso 
embriogénico de alcornoque. Así, Gallego et al (1997), analizaron con RAPDs doce líneas 
embriogénicas generadas a partir de embriónes cigóticos, mantenidas mediante embriogénesis 
recurrente. No encontraron polimorfismos entre embriones somáticos de la misma línea, ni 
dentro de una línea con el tiempo en cultivo (20-40 cebadores); sin embargo, con tan sólo tres 
cebadores, pudieron distinguir claramente los doce genotipos, siendo incluso algunos de ellos 
mediohermanos. Adicionalmente, y dado que algunos autores han sugerido que los RAPDs 
pueden mostrar cambios importantes, pero no son lo suficientemente sensibles como para 
detectar pequeñas alteraciones (Taylor el al, 1995), utilizaron AFLPs con embriones 
somáticos de seis de esas mismas líneas, que se mantuvieron durante años mediante 
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embriogénesis recurrente, y obtuvieron patrones de marcadores absolutamente idénticos entre 
embriones de cada una de las líneas (Hornero et al, 2001). Con estos marcadores también 
analizaron tres nuevas líneas embriogénicas obtenidas a partir de la inducción en hojas de 
árboles adultos mediante un protocolo que se acababa de iniciar (Toribio et al, 1998). En este 
caso, mientras que en uno de los árboles no se observó alteración en el perfil de marcadores ni 
entre embriones ni entre estos y las hojas de dicho árbol, sí se observó cierto grado de 
polimorfismo (5,6-7,3%) entre las hojas de dos de los árboles donantes y los embriones 
somáticos de las líneas generadas, así como entre los embriones somáticos de una de esas 
líneas (Hornero et al, 2001).  
 
Los autores interpretaron los resultados de los trabajos anteriores en el sentido de que 
la ausencia de variación genética confirmaría la idea de que la embriogénesis somática es un 
proceso genéticamente estable. Para ello, se basarían en la hipótesis establecida por Vasil, 
(1995), según la cual el proceso embriogénico, al necesitar la expresión de numerosos genes 
para ser viable, actuaría como agente selectivo frente a las posibles variaciones. También 
relacionaron la ausencia de variación o su presencia en bajo nivel, con el origen de los 
embriones somáticos: los generados a partir de células de tipo “PEDCs”, como las de los 
embriones cigóticos o las que dan origen a la embriogénesis recurrente, tenderían a ser más 
estables que los embriones somáticos originados a partir de células “IEDCs”, como es el caso 
de los generados a partir de hojas (Sharp et al, 1980). Los autores discutieron que el 
polimorfismo detectado en las líneas embriogénicas obtenidas a partir de hojas de los árboles 
adultos, podría también deberse a que existiera una variación previa dentro del material de 
partida (Libby y Ahuja, 1993), asumiendo de forma implícita que la técnica (AFLPs) era 
totalmente fiable.  
 
Para la detección precoz de variación genética a nivel somático es aconsejable el uso 
de marcadores aleatorios que recojan información de todo el genoma. Los marcadores AFLP 
se consideran más repetibles que los RAPDs, además de mucho más informativos por la gran 
cantidad de marcadores que generan por combinación de cebadores, así como muy fiables 
para estudios en especies leñosas (Cervera et al, 2000). Este tipo de marcadores, por su gran 
sensibilidad, puede ofrecer inconsistencias que obligan a definir el grado de fiabilidad de la 
técnica cuando se aplica para detectar diferencias dentro de material clonal (Tohme et al, 
1996; Aranzana et al, 2001; Douhovnikoff y Dodd, 2003). 
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Por todo lo anteriormente expuesto, en este trabajo nos propusimos determinar el 
posible nivel de variación intraindividuo en una muestra de siete alcornoques selectos, 
utilizando la metodología de marcadores AFLP, para lo que se estudiaron posibles diferencias 
entre hojas, en función de su grado de desarrollo y de la posición que ocupan dentro del árbol. 
Así mismo, nos propusimos evaluar la validez de los marcadores tipo AFLP para la 
determinación de la estabilidad genética. 
 
Se analizaron hojas de los siete árboles sobresalientes (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, 
Alm5, Alm6 y Alm80), seleccionados en la finca “La Almoraima” (Cádiz). En enero de 2001 
y febrero de 2002 se recogieron ramas de tres posiciones de cada uno de los árboles (excepto 
en uno de ellos en el que se tomaron de dos, debido a la mala accesibilidad), lo más distante 
entre ellas que fue posible. Las hojas se obtuvieron mediante la inducción de brotes 
epicórmicos en segmentos de dichas ramas, siguiendo el mismo procedimiento llevado a cabo 
para la inducción de la embriogénesis somática (apartado 3.1). Dichas hojas se congelaron a –
80 ºC hasta la extracción de ADN y la generación de los marcadores. 
 
Una vez molidas las hojas en nitrógeno líquido, se llevó a cabo la extracción del ADN 
utilizando el DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante, 
excepto en que se añadieron al tampón 1 unos 20 mg de PVPP (Polivinilpolipirrolidona) por 
muestra. Para cada extracción se utilizaron de 1 a 4 hojas en función del tamaño y la 
disponibilidad de las mismas. La concentración del ADN se estimó mediante electroforesis en 
gel de agarosa (0,8%) teñido con bromuro de etidio. 
 
La obtención de marcadores AFLP se llevó a cabo utilizando el AFLP™ Plant 
Mapping Kit (Applied Biosystems), basado en el protocolo descrito por Zabeau y Vos (1992). 
Para la digestión del ADN se utilizaron los enzimas de restricción MseI y EcoRI. En la 
preamplificación se utilizó un nucleótido selectivo. En la amplificación selectiva se utilizaron 
tres pares de cebadores, con tres nucleótidos selectivos (MseI-CAC/EcoRI-ACA, MseI-
CAC/EcoRI-AAG y MseI-CAC/EcoRI-ACC), ya utilizados anteriormente para el estudio de 
la variación somaclonal en alcornoque (Hornero et al, 2001). Se mezclaron alícuotas (2µl) de 
los productos de la PCR con 12 µl de formamida y 0,5 µl del estándar de tamaño de ADN 
(GeneScan-500 ROX, Applied Biosystems). Las muestras fueron desnaturalizadas durante 3 
minutos a 94 ºC. A continuación se fraccionaron mediante electroforesis capilar a 15 kV 
durante 25 minutos en un secuenciador ABI Prism™ 310 Genetic Analizer (Applied 
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Biosystems). Posteriormente se analizaron usando el programa GeneScan® 3.1 (Applied 
Biosystems). 
  
Se contaron el número de fragmentos AFLP generados por cada par de cebadores en 
cada muestra, y se construyeron matrices basadas en la presencia (1), la ausencia (0) o la 
indeterminación (2, no se pudo determinar con certeza la presencia o ausencia) de dichos 
productos de la amplificación. Se estimaron las distancias genéticas utilizando el coeficiente 
Dice (Dice, 1945), el cual se usó para el agrupamiento de los datos siguiendo el método 
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Arithmetic Averages). El ajuste se determinó 
mediante el test de Mantel (Mantel 1967). Para estos análisis se utilizó el programa NTSYSpc 
versión 2.02g (Applied Biostatistics). 
 
Para cumplir el objetivo que nos planteamos, se analizaron las siguientes muestras de 
hoja: 
 
1) Con el objeto de comprobar la fiabilidad de la técnica, para cada genotipo se llevaron a 
cabo, a partir de una única extracción de ADN de una muestra de hoja de tamaño pequeño 
(0,5-1,5 cm), dos obtenciones independientes de los marcadores AFLP, utilizando el 
mismo enfoque de otros autores (Tohme et al, 1996; Aranzana et al, 2001). 
 
2) Para el estudio del efecto del grado de desarrollo, se tomaron hojas en expansión de tres 
tamaños distintos de una de las posiciones de cada árbol: tamaño pequeño (0,5-1,5 cm), 
mediano (1,5-2 cm) y grande (>2 cm). Las hojas se recogieron del mismo segmento de 
rama. 
 
3) Para el estudio del efecto de la posición dentro del árbol, se tomaron hojas en expansión de 
tamaño pequeño (a excepción del genotipo Alm4, que fueron de distintos tamaños) de tres 
posiciones distintas dentro de cada árbol. Las hojas de la misma muestra (misma posición) 
se recolectaron del mismo brote. 
 
Análisis de las repeticiones 
 
Se utilizó la repetición de la generación de fragmentos AFLP de una de las muestras 
de cada genotipo para detectar la fiabilidad de la técnica. En la Tabla 26 se muestra el 
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polimorfismo encontrado en las muestras repetidas, excepto la del genotipo Alm2, por no 
haber sido posible la generación de los marcadores de la repetición. No se incluyeron en el 
recuento los marcadores en los que, al menos en una de las dos muestras, no se pudo 
determinar con certeza su presencia o ausencia (marcados con el valor 2). 
 
Tabla 26 Número de fragmentos AFLP totales, polimórficos (FP) y su porcentaje con respecto al total, en cada 
genotipo, generados a partir de una única extracción de ADN y dos obtenciones independientes de los 
marcadores (repeticiones). No se muestran los resultados correspondientes a la combinación de cebadores 
CAC/ACC de Alm3 por no disponer del perfil de la muestra repetida con dichos cebadores. 
 
Genotipo Cebadores Total FP %FP 
CAC/ACA 64 0 0,0 
CAC/AAG 75 0 0,0 
CAC/ACC 51 0 0,0 Alm1 
Total 190 0 0,0 
CAC/ACA 71 1 1,4 
CAC/AAG 59 4 6,8 
CAC/ACC - - - Alm3 
Total 130 5 3,8 
CAC/ACA 82 0 0,0 
CAC/AAG 67 0 0,0 
CAC/ACC 56 0 0,0 Alm4 
Total 205 0 0,0 
CAC/ACA 81 0 0,0 
CAC/AAG 71 1 1,4 
CAC/ACC 62 0 0,0 Alm5 
Total 214 1 0,5 
CAC/ACA 58 1 1,7 
CAC/AAG 72 0 0,0 
CAC/ACC 45 0 0,0 Alm6 
Total 175 1 0,6 
CAC/ACA 66 0 0,0 
CAC/AAG 73 0 0,0 
CAC/ACC 55 0 0,0 Alm80 
Total 194 0 0,0 
 
 
La variación detectada entre las dos muestras repetidas de los genotipos Alm1, Alm4 y 
Alm80 fue nula, apareciendo diferencias en el resto de genotipos: 0,5%, 0,6% y 3,8% en 
Alm5, Alm6 y Alm3, respectivamente. Se consideró, por tanto, que hasta un 3,8% de la 
variación global que se pudiera hallar en los análisis posteriores podría deberse a 
inconsistencias de la técnica (Tabla 26). 
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Como consecuencia de este análisis, para alguna de las muestras se dispuso de dos 
perfiles de marcadores distintos de un mismo ADN (de una misma muestra). Para efectuar los 
siguientes análisis, que se describen a continuación, se decidió elaborar un perfil común a las 
dos repeticiones de cada muestra de ADN. Para ello, se asignaron nuevos valores a los 
marcadores que eran diferentes entre los perfiles repetidos, siguiendo el siguiente criterio: si 
presentaban la combinación 1 (presencia) y 2 (indeterminación), se consideró como 1; si 
mostraban la combinación 0 (ausencia) y 2, se consideró como 0; si presentaban la 
combinación 1 y 0, se consideró como 2. 
 
Marcadores totales generados 
 
Se obtuvieron un total de 316 fragmentos AFLPs, cuyos tamaños estuvieron entre 35 y 
397 pares de bases. Las parejas de cebadores CAC/ACA y CAC/AAG dieron lugar a mayor 
número de marcadores (112 y 114, respectivamente) que la combinación CAC/ACC (90) 
(Tabla 27). 
 
Tabla 27  Número de fragmentos AFLP generados por los tres pares de cebadores en cada uno de los genotipos 
estudiados. 
 Cebadores  
Genotipo CAC/ACA CAC/AAG CAC/ACC Total 
Alm1 69 80 55 204 
Alm2 74 70 50 194 
Alm3 78 71 49 198 
Alm4 81 86 61 228 
Alm5 82 78 69 229 
Alm6 70 76 51 197 
Alm80 70 81 57 208 
Conjunto 112 114 90 316 
 
 
Polimorfismo entre individuos 
 
A efectos de determinar la variación total en el grupo de árboles analizado, se 
compararon conjuntamente todas las muestras de cada árbol, utilizando el perfil común antes 
definido para las muestras en las que se hizo una repetición de la generación de marcadores. 
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No se incluyeron en el recuento los marcadores en los que, al menos en una de las muestras, 
no se pudo determinar con certeza su presencia o ausencia, excepto en los que entre el resto 
de las muestras hubo un claro polimorfismo. Este criterio también se siguió en los demás 
análisis que se presentan a continuación. 
 
Los perfiles obtenidos con la combinación de cebadores CAC/ACC de las muestras 
correspondientes a Alm3 (excepto la muestra correspondiente a la posición f) y Alm4, no 
resultaron legibles, por lo que los resultados de ésta combinación se omiten en las 
comparaciones que se presentan a continuación. 
 
Un total de 138 fragmentos fueron polimórficos, lo que representa un 64,5% del total 
de marcadores obtenidos (Tabla 28). 
 
Tabla 28  Número de marcadores AFLP totales, polimórficos (FP) y su porcentaje con respecto al total, 
obtenidos entre todas las muestras de siete árboles (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80). 
Cebadores Total FP %FP 
CAC/ACA 108 65 60,2 
CAC/AAG 106 73 68,9 
Total 214 138 64,5 
 
 
Para comparar los genotipos de todos los árboles entre sí se elaboraron perfiles-tipo de 
cada uno de ellos, de manera que representaran los marcadores del conjunto de las muestras 
analizadas de cada árbol. Para generar dichos perfiles-tipo de cada árbol se utilizó el siguiente 
criterio: se asignó el valor 1 a los marcadores que estaban presentes al menos en una de las 
muestras; se dió el valor 0 a los marcadores que estaban ausentes en todas las muestras; se 
asignó el valor 2 a los marcadores que eran imprecisos en alguna de las muestras, siempre y 
cuando no estuviera dicho marcador presente en otra de ellas, en cuyo caso se asignó el valor 
1. En el Anexo 2 se incluyen los perfiles-tipo de marcadores AFLP de los siete alcornoques 
seleccionados en la finca “La Almoraima”, que han sido la base de estos estudios. 
 
Al estudiar la variación para el grupo de árboles considerados, mediante la 
comparación de los perfiles-tipo de los siete genotipos, se obtuvo un 62,1% de polimorfismo  
(Tabla 29), valor ligeramente inferior al obtenido al comparar conjuntamente todas las 
muestras (Tabla 28). 
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Tabla 29  Número de marcadores AFLP totales, polimórficos (FP) y su porcentaje con respecto al total, 
obtenidos entre siete árboles (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80), comparando los perfiles-tipo 
de cada genotipo. 
Cebadores Total FP %FP 
CAC/ACA 110 65 59,1 
CAC/AAG 109 71 65,1 
Total 219 136 62,1 
 
 
Al comparar los polimorfismos obtenidos entre las distintas parejas de genotipos, se 
observó que los árboles más diferentes entre sí fueron Alm5 y Alm80 (42,7%), mientras que 
Alm3 y Alm6 resultaron los más similares (25,3%) (Tabla 30). Se obtuvo un nivel similar de 
polimorfismo con las tres combinaciones de cebadores (Anexo 3). 
 
Tabla 30 Número de marcadores AFLP totales, polimórficos (FP) y su porcentaje con respecto al total, 
obtenidos entre siete árboles (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80), al comparar dos a dos los 
perfiles-tipo de cada genotipo. 
Genotipos Total FP %FP 
Alm1-Alm2 221 67 30,3 
Alm1-Alm3 160 46 28,8 
Alm1-Alm4 158 48 30,4 
Alm1-Alm5 250 93 37,2 
Alm1-Alm6 220 60 27,3 
Alm1-Alm80 222 58 26,1 
Alm2-Alm3 158 45 28,5 
Alm2-Alm4 157 44 28,0 
Alm2-Alm5 251 101 40,2 
Alm2-Alm6 217 64 29,5 
Alm2-Alm80 226 72 31,9 
Alm3-Alm4 151 39 25,8 
Alm3-Alm5 174 60 34,5 
Alm3-Alm6 158 40 25,3 
Alm3-Alm80 166 54 32,5 
Alm4-Alm5 176 59 33,5 
Alm4-Alm6 158 45 28,5 
Alm4-Alm80 161 49 30,4 
Alm5-Alm6 250 97 38,8 
Alm5-Alm80 262 112 42,7 
Alm6-Alm80 227 69 30,4 
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En la Figura 37 se muestra el dendrograma donde se puede observar el agrupamiento 
de los siete alcornoques sobresalientes considerados en este estudio, en función del índice de 
similitud de Dice (1945), obtenido del perfil-tipo de cada uno de los árboles.  
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 Alm1 Alm2 Alm3 Alm4 Alm5 Alm6 Alm80 
Alm1 1,0000       
Alm2 0,8213 1,0000      
Alm3 0,8627 0,8555 1,0000     
Alm4 0,8209 0,8358 0,8506 1,0000    
Alm5 0,7715 0,7481 0,8232 0,7958 1,0000   
Alm6 0,8421 0,8270 0,8732 0,8327 0,7593 1,0000  
Alm80 0,8497 0,8127 0,8366 0,8205 0,7282 0,8208 1,0000 
Figura 37 Dendrograma UPGMA y matriz de similitud [basados en el índice de similitud de Dice (1945)] 
mostrando los valores de similitud entre los perfiles-tipo de marcadores AFLP de siete alcornoques 
seleccionados (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80). Test de Mantel, r=0,8499. 
 
 
Polimorfismo global intra- individuo 
 
Para determinar el polimorfismo global dentro de cada árbol, se compararon 
conjuntamente todas las muestras evaluadas dentro de cada genotipo (Tabla 31). 
6. Fidelidad clonal. Uniformidad genética de los parentales.  
- 142 - 
Se observó polimorfismo dentro de todos los genotipos (del 0,5 al 7,6%). Destacaron 
Alm3 y Alm80, con valores más altos de variación (5,3% y 7,6%, respectivamente). El resto 
de genotipos no superaron el 3%, valor situado por debajo del establecido para el error debido 
a la técnica (Tabla 31).  
 
Tabla 31 Número de fragmentos AFLP totales, polimórficos (FP) y su porcentaje con respecto al total, 
obtenidos a nivel global dentro de cada árbol (comparando conjuntamente todas las muestras analizadas de cada 
genotipo). No se muestran resultados con la combinación de cebadores CAC/ACC de las muestras 
correspondientes a Alm3 (excepto la muestra correspondiente a la posición f) y Alm4, ya que los perfiles 
obtenidos no resultaron legibles. 
Genotipo Cebadores Total FP %FP 
CAC/ACA 64 1 1,6 
CAC/AAG 74 2 2,7 
CAC/ACC 53 2 3,8 Alm1 
Total 191 5 2,6 
CAC/ACA 69 1 1,4 
CAC/AAG 64 2 3,1 
CAC/ACC 42 2 4,8 Alm2 
Total 175 5 2,9 
CAC/ACA 73 2 2,7 
CAC/AAG 60 5 8,3 
CAC/ACC - - - Alm3 
Total 133 7 5,3 
CAC/ACA 63 2 3,2 
CAC/AAG 61 1 1,6 
CAC/ACC - - - Alm4 
Total 124 3 2,4 
CAC/ACA 82 0 0,0 
CAC/AAG 72 1 1,4 
CAC/ACC 60 0 0,0 Alm5 
Total 214 1 0,5 
CAC/ACA 68 2 2,9 
CAC/AAG 72 0 0,0 
CAC/ACC 45 2 4,4 Alm6 
Total 185 4 2,2 
CAC/ACA 69 8 11,6 
CAC/AAG 74 3 4,1 
CAC/ACC 54 4 7,4 Alm80 
Total 197 15 7,6 
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Variabilidad en función del tamaño de hoja y su posición en el árbol 
  
A continuación, se analizó en qué medida los factores estudiados, grado de desarrollo 
de las hojas y posiciones que ocupaban dentro del árbol, contribuyeron al polimorfismo 
observado dentro de cada genotipo. En la Tabla 32 se muestra el polimorfismo detectado en 
función de ambos factores. 
 
El porcentaje de polimorfismo debido al grado de desarrollo de las hojas varió en 
función del genotipo. Se obtuvieron variaciones entre el 0% y el 2,1% en todos los árboles, 
valores por debajo del porcentaje establecido para el error de la técnica (Tabla 32). El 
polimorfismo detectado se produjo con los tres pares de cebadores (Anexo 4). 
 
El porcentaje de polimorfismo debido a la posición de la hoja en el árbol varió 
también en función del genotipo. En la mayoría de los árboles los porcentajes de 
polimorfismo estuvieron por debajo o igualando al establecido para el error de la técnica, con 
valores entre el 0% y 3,8%, a excepción del genotipo Alm80, en el que se detectó una 
variación del 7,1% (Tabla 32). En este genotipo, mientras las posiciones e y g tan sólo 
mostraban un polimorfismo del 0,5%, ambas diferían en torno al 7% con la posición f (Tabla 
32), siendo la causa del polimorfismo detectado entre posiciones en este árbol. Se observó 
polimorfismo con los tres pares de cebadores (Anexo 5). 
 
A título de ejemplo, se incluyen en las Figuras 38 y 39 parte de los perfiles de AFLPs 
de diferentes hojas de un genotipo, que muestran tanto ausencia como presencia de 
polimorfismo. 
 
A pesar de las diferencias obtenidas entre hojas de un mismo árbol para los 
marcadores AFLP, las muestras correspondientes a cada genotipo se agruparon, en función de 
sus índices de similitud, en todos los casos, permitiendo diferenciar claramente los siete 
árboles (Figura 40). 
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Tabla 32  Número de fragmentos AFLP totales, polimórficos (FP) y su porcentaje con respecto al total, 
obtenidos en cada genotipo, en función del grado de desarrollo de las hojas [P (0,5-1,5 cm), M (1,5-2 cm) y G 
(>2 cm)] y de su posición en el árbol (a-g). Los resultados corresponden a los marcadores generados por los tres 
pares de cebadores utilizados, y se muestran tanto la comparación por pares de los parámetros medidos, como en 
conjunto (al comparar todas las muestras incluidas en la categoría correspondiente de cada genotipo). 
Grado de desarrollo de la hoja  Posición de la hoja en el árbol 
Genotipo Tamaño Total FP %FP  Genotipo Posición Total FP %FP 
G-M 190 4 2,1  e-f 188 2 1,1 
G-P 189 2 1,1  e-g 188 0 0,0 
M-P 189 0 0,0  f-g 189 1 0,5 
Alm1 
Conjunto 190 4 2,1  
Alm1 
Conjunto 187 1 0,5 
G-M 181 0 0,0  a-b 103 1 1,0 
G-P 180 1 0,6  a-f 107 3 2,8 
M-P 181 1 0,6  b-f 175 3 1,7 
Alm2 
Conjunto 180 1 0,6  
Alm2 
Conjunto 106 4 3,8 
G-M 127 0 0,0  c-f 130 4 3,1 
G-P 128 0 0,0  c-g 129 3 2,3 
M-P 127 0 0,0  f-g 129 0 0 
Alm3 
Conjunto 127 0 0,0  
Alm3 
Conjunto 130 4 3,1 
G-M 124 1 0,8  e-f 126 2 1,6 
G-P 126 2 1,6  e-g 126 2 1,6 
M-P 125 1 0,8  f-g 124 2 1,6 
Alm4 
Conjunto 124 2 1,6  
Alm4 
Conjunto 125 3 2,4 
G-M 215 0 0,0  a-b 215 0 0,0 
G-P 214 0 0,0  a-c 214 0 0,0 
M-P 216 1 0,5  b-c 214 0 0,0 
Alm5 
Conjunto 215 1 0,5  
Alm5 
Conjunto 214 0 0,0 
G-M - - -  e-f 184 3 1,6 
G-P - - -  e-g 183 2 1,1 
M-P 184 0 0,0  f-g 182 1 0,5 
Alm6* 
Conjunto 184 0 0,0  
Alm6 
Conjunto 184 3 1,6 
G-M 192 2 1,0  e-f 196 13 6,6 
G-P 193 4 2,1  e-g 186 1 0,5 
M-P 193 0 0,0  f-g 197 14 7,1 
Alm80 
Conjunto 191 4 2,1  
Alm80 
Conjunto 197 14 7,1 
(*) En el genotipo Alm6 los resultados en cuanto al grado de desarrollo corrresponden a la comparación entre las 
muestras de tamaños mediano y pequeño de hoja, al no disponer del perfil de la muestra de tamaño de hoja 
grande. 
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Figura 38  Ejemplo de ausencia de polimorfismos. Perfiles de AFLPs correspondientes a las combinaciones de 
cebadores MseI-CAC/EcoRI-ACA (color azul), MseI-CAC/EcoRI-AAG (color verde) y MseI-CAC/EcoRI-ACC 
(color negro), generados en un secuenciador ABI Prism™ 310 Genetic Analizer (Applied Biosystems), de 
distintas hojas analizadas del árbol Alm5. De arriba a abajo, los  perfiles se corresponden con las hojas de la 
posición a de tamaños grande (5aG), mediano (5aM) y pequeño (5aP-A), así como su repetición (5aP-B); hoja de 
tamaño pequeño de la posición b (5bP) y hoja de tamaño pequeño de la posición c (5cP). 
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Figura 39 Ejemplo de presencia de polimorfismos entre muestras de hojas de distintas posiciones del árbol Alm80. Perfiles de AFLPs correspondientes a las combinaciones 
de cebadores MseI-CAC/EcoRI-ACA (color azul), MseI-CAC/EcoRI-AAG (color verde) y MseI-CAC/EcoRI-ACC (color negro), generados en un secuenciador ABI Prism™ 
310 Genetic Analizer (Applied Biosystems), de distintas hojas analizadas. De arriba a abajo, en ambos paneles, los  perfiles se corresponden con las hojas de tamaño pequeño 
de las posiciones e (80eP), f (80fP-A), así como su repetición (80fP-B), y g (80gP). 
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Figura 40  Dendrograma UPGMA, basado en el índice de similitud de Dice (1945), mostrando los valores de similitud entre las muestras analizadas de los siete alcornoques 
(Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80), utilizando marcadores AFLP. Test de Mantel, r=0,9713. 
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Aunque Hornero et al (2001) atribuyeron los polimorfismos que observaron en 
marcadores AFLP derivados de embriones somáticos procedentes de hojas de árboles adultos 
y de las hojas de dichos árboles, al proceso de inducción de embriogénesis, también apuntaron 
que la causa de dichos polimorfismos pudo ser debida a la preexistencia de variación en los 
tejidos de la planta donadora, en vez de a la variación somaclonal inducida por el cultivo in 
vitro. Los porcentajes de polimorfismo que detectaron dichos autores fueron del 5,6% y del 
7,3% dentro de dos genotipos diferentes, mientras que en un tercero no observaron ninguna 
variación. Nuestros resultados se encuentran en esta misma línea, pues no se ha detectado 
variación en algunos árboles, mientras que en otros sí se detectó un cierto nivel de 
polimorfismo, que llegó al 7,1% en uno de los árboles. Por ello los resultados mostrados en 
este trabajo apoyarían la hipótesis de dichos autores, en el sentido de que el polimorfismo 
observado podría no haber sido causado por las condiciones impuestas por el cultivo in vitro, 
sino por la variación existente en el material de partida. Esto abriría la puerta a la 
demostración de que la embriogénesis somática en alcornoque es un proceso genéticamente 
estable. 
 
Aunque la variación observada, tanto en el mencionado trabajo (Hornero et al, 2001) 
como en el presente, podría deberse realmente a la existencia previa de variación en el 
individuo donante de los explantos, no cabe descartar otros factores, tales como errores en el 
desarrollo de la técnica de AFLPs o el estado fisiológico de los árboles, que podría favorecer 
la presencia en mayor o menor grado de sustancias contaminantes, microorganismos, etc. en 
los explantos recolectados.  
 
Los marcadores moleculares están resultando muy útiles para la identificación de 
clones, independientemente de las variaciones ambientales, y de los que se puede comprobar 
fácilmente su precisión y reproducibilidad. Si no se utilizan marcadores adecuados, se pueden 
cometer  identificaciones erróneas, como por ejemplo considerar a ejemplares pertenecientes 
a un mismo clon como individuos diferente, y viceversa. Los AFLPs se han manifestado 
como marcadores adecuados para el análisis de todo el genoma, que proporcionan un alto 
número de marcadores con pocas reacciones y  poseen un alto grado de reproducibilidad. Sin 
embargo, en numerosos trabajos se ha comprobado que los patrones de marcadores AFLP no 
son idénticos al 100% al comparar dos muestras de una misma planta o de un mismo clon 
(Douhovnikoff y Dodd, 2003). Arens et al (1998) encontraron diferencias de hasta el 3,9% en 
el patrón de AFLPs entre hojas del mismo ejemplar de Populus nigra L., en función del 
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protocolo de extracción de ADN que utilizaron. Aranzana et al (2001) refirieron 
inconsistencias en estos marcadores entre las repeticiones realizadas de cada muestra, que 
atribuyeron a contaminaciones con otros ADNs o a errores metodológicos. Douhovnikoff y 
Dodd (2003), que utilizaron AFLPs para determinar la variación intraclonal en Salix exigua, 
especie que se propaga naturalmente mediante brotes de raíz, no encontraron ninguna muestra 
que tuviera un perfil idéntico a otro, incluso en repeticiones con el mismo ADN. Estos autores 
plantearon la necesidad de establecer un umbral de similitud para cada especie y condición 
experimental que se lleve a cabo, para evitar las posibles identificaciones erróneas de clones. 
 
En nuestro trabajo, a pesar de que la metodología se presentaba como segura, se 
decidió establecer controles internos, basados en la repetición independiente de la generación 
de AFLPs a partir de alícuotas del mismo ADN, en seis de los siete genotipos estudiados. Esta 
forma de establecer controles internos se ha utilizado por diversos autores (Tohme et al, 1996; 
Aranzana et al, 2001). La mayor parte de los perfiles fueron prácticamente idénticos, excepto 
en uno de los genotipos en el que 5 marcadores de 130 fueron polimórficos (3,8%) (Tabla 26). 
Este nivel de polimorfismo fue similar al 3% descrito como error intrínseco de la técnica de 
AFLPs en muestras de Phaseolus vulgaris (Tohme et al, 1996). De un total de 1.108 datos 
analizados, 7 fueron inconsistentes (diferentes), lo que supone un 0,63 % de los datos 
examinados, valor inferior al 1,01 % descrito para las repeticiones en la generación de 
marcadores con ADN de Prunus persica (Aranzana, et al, 2001). Por ello la técnica, en esta 
fase de generación de los fragmentos de restricción, su amplificación y visualización, parece 
altamente repetible. No obstante, se observó una influencia del genotipo, ya que mientras tres 
de ellos mostraron patrones idénticos, sólo uno de ellos (Alm3) acumuló más del 70% de las 
inconsistencias observadas. 
 
Sin embargo, nuestra experiencia durante el desarrollo de estos ensayos, al tiempo que 
nos hace destacar la alta sensibilidad de este tipo de marcadores, nos hace considerar 
recomendable ajustar un protocolo de extracción del ADN y generación de los marcadores 
muy preciso para la especie, incluso para cada genotipo, para evitar incurrir en errores de 
identificación o determinación, por ejemplo, de variación somaclonal. 
 
En el presente trabajo, al determinar la variabilidad intraindividuo se encontraron 
bajos niveles de polimorfismo relacionados con el tamaño de la hoja, lo que reflejaría 
diferencias debidas a su grado de desarrollo. La existencia de variación a este nivel podría 
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tener su base en un diferente patrón de metilación del ADN. Así, por ejemplo, se ha descrito 
en Triticum que los patrones de AFLPs pueden variar entre distintos órganos de una misma 
planta, relacionándose dichas diferencias con patrones de metilación distintos (Donini et al, 
1997). Sin embargo, los enzimas de restricción que se han empleado en nuestro ensayo no son 
sensibles a metilación, lo que haría que estos polimorfismos no fueran debidos a diferencias 
en grado de metilación. En todo caso, el nivel más alto de polimorfismo relacionado con este 
factor fue del 2,1%, por debajo del señalado para el error de la técnica (Tabla 32). Las tres 
muestras de cada tamaño analizadas dentro de cada árbol, que fueron tomadas de brotes muy 
próximas en las ramas, se podrían considerar por tanto como repeticiones de la generación de 
los marcadores, en este caso de tres obtenciones distintas de ADNs de un mismo individuo, 
sirviéndo por tanto también estos valores de polimorfismo como indicadores del nivel base de 
error de la técnica. 
 
Sin embargo, en la comparación de perfiles de las distintas posiciones analizadas 
dentro de cada árbol, se observó un nivel de polimorfismo superior al establecido para el error 
de la técnica en el árbol Alm80 (7,1%) (Tabla 32). Estas diferencias entre posiciones, que 
pueden ser muy distantes dentro de estos alcornoques centenarios, no serían muy discrepantes 
con los niveles de variación somática encontrados en otras especies.  
 
La existencia de variación previa en el material de partida que alegaron Hornero et al 
(2001) es una hipótesis muy plausible (Libby y Ahuja, 1993). Es un hecho establecido que a 
nivel somático se pueden generar variantes, habiéndose incluso descrito un mecanismo de 
meiosis somática que genera diferentes constituciones genéticas (Giorgetti et al, 1995). Esta 
variación somática, que aparece frecuentemente en especies que se propagan vegetativamente, 
se ha estudiado de diversas formas, pero particularmente mediante marcadores de ADN, 
fundamentalmente los que lo estudian aleatoriamente. Así por ejemplo, en estudios de 
poblaciones clonales se han referido diferencias intraclonales en marcadores AFLP, como en  
Populus nigra (Arens et al, 1998; Winfield et al, 1998) o en trabajos de caracterización clonal 
en especies como Ficus carica (Cabrita et al, 2001). González et al (2003) detectaron un 
polimorfismo de un 25% en una población de Agave fourcroydes que se propaga 
vegetativamente por rizomas. Se han observado diferencias en marcadores RAPD y AFLP 
entre individuos de clones naturales de Taxus canadiensis (Corradini et al, 2002). También se 
ha constatado la existencia de variación somática intraindividuo, como variaciones en AFLPs 
entre tejidos de hoja y fruto en Prunus persica (Aranzana et al, 2001), en microsatélites en 
6. Fidelidad clonal. Uniformidad genética de los parentales. 
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Robinia pseudoacacia (Lian et al, 2004) o la existencia de una frecuencia elevada de 
aberraciones mitóticas en hojas de café originadas por errores en los procesos de mitosis 
(Menéndez-Yuffá et al, 2000). 
 
El número total de marcadores AFLP obtenidos en este trabajo con estos siete 
genotipos de la finca “La Almoraima” (Cádiz), un monte natural, fue ligeramente superior al 
obtenido con los mismos cebadores a partir de seis genotipos de un monte de 
aprovechamiento agroforestal en Valdelosa (Salamanca) por Hornero et al (2001) (316 frente 
a 303). El nivel de polimorfismo entre individuos es también más elevado en nuestro estudio, 
65,3 % (62,1% si consideramos los perfiles-tipo individuales) frente al 55,8 %, lo que podría 
deberse a que en este último estudio se incluyeron algunos individuos emparentados. Estos 
valores son también superiores al polimorfismo observado en el análisis de AFLPs entre 
quince genotipos de Quercus robur (54%) y Quercus petraea (56%), robles europeos en los 
que se supone una mayor presión antrópica (Cervera et al, 2000).  
 
Al comparar parejas de árboles selectos, que se suponen no emparentados ya que se 
encuentran a considerable distancia entre ellos, nos encontramos con que el rango de 
polimorfismo estaba entre el 25% (índice de Dice=0,87) y el 43% (indice de Dice=0,73). Los 
niveles más altos de similitud encontrados en nuestro estudio (0,86-0,87) son equivalentes a 
los hallados entre mediohermanos de la misma especie (0,82-0,86) en el trabajo de Hornero et 
al (2001). Este hecho podría indicar que algunos de los árboles selectos de los que tomamos 
muestras en “La Almoraima” podrían haber sido plantados en el pasado a partir de semillas 
procedentes del mismo árbol.  
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7 CONCLUSIONES 
 
 
] La emisión de brotes epicórmicos, en trozos de ramas recogidas de las copas de los 
árboles, es un procedimiento ventajoso para la provisión controlada de hojas para inducir 
embriogénesis somática en alcornoque adulto. En general, la brotación ocurrió en todos 
los momentos en que se recolectaron a lo largo del año, pero el número de brotes emitidos 
por estaca fue dependiente tanto del genotipo y del momento de recogida, como de su 
interacción. 
 
] Para minimizar el riesgo de pérdida de explantos iniciales por contaminación, conviene 
tomar las hojas tan pronto surgen del brote epicórmico. 
 
] La presencia de los reguladores de crecimiento (BAP y ANA), su concentración y tiempo 
de exposición determinan la respuesta embriogénica. El tamaño de la hoja también 
condiciona drásticamente la respuesta: se sugiere la existencia de una ventana en su 
desarrollo más sensible a la inducción, equivalente a lo establecido en la inducción de 
embriogénesis somática en embriones cigóticos de alcornoque.  
 
] Mediante el control de estos factores se ha definido un protocolo de inducción de 
embriogénesis somática que ha permitido obtener líneas embriogénicas a partir de la 
totalidad de los genotipos seleccionados.  
 
] Tanto el genotipo como el momento de recolección influyen en la respuesta embriogénica. 
El genotipo también interviene en la capacidad proliferativa de los cultivos y en la 
conversión de los embriones somáticos. 
 
 
] Existe un control genético sobre la inducción de embriogénesis somática en hojas de 
alcornoque. La heredabilidad del carácter “capacidad de las hojas para dar embriogénesis 
somática” implica cierto grado de control genético aditivo sobre el mismo; por tanto su 
selección resultaría efectiva en los programas de mejora de alcornoque. No hay influencia 
de la procedencia geográfica sobre esta capacidad, destacando la influencia individual, 
que sería reflejo de un importante control genético no aditivo. 
 
] Se ha constatado que las líneas embriogénicas de alcornoque se pueden almacenar en frío 
hasta cuatro meses sin pérdida de su capacidad de proliferación. Ésta se recupera 
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paulatinamente tras el almacenamiento, de forma distinta según el genotipo. La 
posibilidad de conservar en frío a corto plazo los cultivos embriogénicos de alcornoque, 
permite reducir los gastos de su mantenimiento al aplazar los repicados. 
 
] La madurez de los embriones somáticos en función de su tamaño y peso, al menos dentro 
de los rangos ensayados, no influyó sobre su capacidad de germinación. Sin embargo, 
dichas diferencias iniciales de los embriones sí afectaron a la supervivencia de las plantas 
producidas. 
 
] El uso de diferentes concentraciones de sacarosa y sorbitol en diferentes secuencias para 
la maduración de los embriones, no ha permitido controlar eficazmente la gran capacidad 
para la embriogénesis secundaria de los embriones somáticos de alcornoque. 
 
] Se ha confirmado la validez de la técnica para lograr la regeneración clonal de 
alcornoques selectos, con los que se pueden iniciar los necesarios ensayos clonales 
previos a su aplicación con fines productivos. También se ha logrado la clonación de un 
alcornoque singular de Menorca, amenazado de extinción, como ejemplo de su aplicación 
a la conservación de recursos genéticos.  
 
] Si bien las plantas procedentes de bellotas crecen en campo inicialmente mejor que las 
procedentes de embrión somático, reflejando la ventaja de las mayores reservas en sus 
cotiledones, estas diferencias desaparecen pronto. No se han observado signos de madurez 
precoz en las plantas clónicas de árboles adultos: el crecimiento de su progenie vegetativa 
es más vigoroso que el de las plantas procedentes de embriones somáticos generados a 
partir de su progenie sexual. 
 
] Los marcadores AFLP tienen una gran sensibilidad para detectar diferencias, aunque una 
pequeña proporción de estas puede deberse a la técnica y estar relacionadas con el 
genotipo. Por ello, antes de usarlos para la detección de variación somaclonal es preciso 
definir el nivel de inconsistencias debidas a la técnica para cada genotipo. 
 
] A pesar de que la variación intraindividuo en la mayoría de los árboles analizados estuvo 
por debajo de la fijada para el error de la técnica, también se ha detectado uno con un 
nivel de variación más elevado entre posiciones dentro del mismo árbol. Por ello, para la 
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detección precoz de variación somaclonal en procesos de regeneración clonal, es preciso 
definir previamente si existe algún tipo de variación preexistente en el material de partida. 
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Anexo 1 Composición de los medios y condiciones ambientales de los cultivos utilizados. Las cantidades se 
expresan en mg l-1, excepto la sacarosa, los reguladores de crecimiento y el agar. 
 Fase de Preacondicionamiento 
Fase Primaria 
de Inducción 
Fase 
Secundaria de 
Inducción 
Fase de 
Manifestación 
/Proliferación
(NH4)2SO4 100       
KNO3 500 2500 2500 2500 
MgSO4 . 7 H2O 125 400 400 400 
Na2HPO4 . 12 H2O 37,81       
NaH2PO4 . 2 H2O 50,87       
CaCl2 . 2 H2O 75 200 200 200 
KCl 150       
Macronutrientes 
NH4H2PO4   300 300 300 
MnSO4 . H2O 16,9 16,9 16,9 16,9 
ZnSO4 . 7 H2O 8,6 8,6 8,6 8,6 
H3BO3 6,2 6,2 6,2 6,2 
KI 0,83 0,83 0,83 0,83 
Na2MoO4 . 2 H2O 0,25 0,25 0,25 0,25 
CuSO4 . 5 H2O 0,025 0,025 0,025 0,025 
CoCl2 . 6 H2O 0,025 0,025 0,025 0,025 
FeSO4 . 7 H2O 27,85 27,85 27,85 27,85 
Micronutrientes 
Na2EDTA . 2 H2O 37,25 37,25 37,25 37,25 
Ac. Nicotínico 0,5 0,5 0,5 0,5 
Tiamina-HCl 0,1 0,1 0,1 0,1 
Piridoxina-HCl 0,5 0,5 0,5 0,5 
Glicina 2 2 2 2 
Cofactores 
Inositol 100 100 100 100 
Sacarosa   10 g l-1 30 g l-1 30 g l-1 30 g l-1 
ANA   10 µM  (1,86 mg l-1) 
0,5 µM  
(0,093 mg l-1)   Reguladores de 
crecimiento 
BAP   10 µM  (2,25 mg l-1) 
0,5 µM 
 (0,112 mg l-1)   
Agar 
(Plantagar 
S1000; B&V) 
  6 g l-1 6 g l-1 6 g l-1 6 g l-1 
Condiciones 
ambientales 
(Tª/luz) 
 25±2 ºC / Oscuridad 
25±2 ºC / 
Oscuridad 
25±2 ºC / 
Fotoperiodo 
16 h luz 
25±2 ºC / 
Fotoperiodo 
16 h luz
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Anexo 2 Perfiles-tipo de marcadores AFLP de los siete alcornoques seleccionados en la finca “La Almoraima” (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6, Alm80). Cada 
marcador se representa con un número, que se refiere al tamaño del fragmento en pares de bases. Se representan en color azul los marcadores obtenidos con la combinación de 
cebadores MseI-CAC/EcoRI-ACA, en color verde con la combinación MseI-CAC/EcoRI-AAG y en color negro con la combinación MseI-CAC/EcoRI-ACC. Cada perfil 
muestra la presencia (1), ausencia (0) o indeterminación (2, no se pudo determinar con certeza su presencia o ausencia) de cada fragmento. 
 37 38 39 41 43 46 47 50 52 53 54 55 56 57 59 60 61 62 62* 63 64 68 69 71 72 75 76 78 79 80 
Alm1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 2 1 0 1 0 1 1 
Alm2 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 
Alm3 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 
Alm4 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 
Alm5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 
Alm6 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 2 1 0 1 0 1 1 
Alm80 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 
 81 82 83 84 86 87 88 90 92 93 99 100 101 102 104 105 107 111 112 113 114 122 123 125 129 130 131 134 135 136 
Alm1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 2 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 2 0 1 1 0 1 
Alm2 1 0 1 0 0 2 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 2 0 0 0 1 0 
Alm3 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 2 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 
Alm4 1 1 0 1 0 0 1 2 0 1 0 1 1 1 0 1 2 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 2 
Alm5 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 
Alm6 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 2 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 
Alm80 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 
 137 143 151 152 153 154 156 157 158 159 166 168 169 175 179 180 185 187 190 191 192 196 207 208 209 210 211 212 217 221 
Alm1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 
Alm2 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 
Alm3 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 
Alm4 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 
Alm5 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 
Alm6 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 
Alm80 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 
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 222 228 232 244 246 248 252 254 256 267 273 290 299 301 302 303 307 318 320 353 366 384 35 36 43 47 48 49 51 52 
Alm1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Alm2 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
Alm3 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
Alm4 1 0 1 0 1 2 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 
Alm5 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Alm6 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
Alm80 2 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
                               
                               
 53 54 57 58 59 65 67 70 71 72 72* 73 75 76 77 78 79 79* 80 85 87 93 97 98 101 102 103 108 108* 113 
Alm1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 2 0 1 1 1 1 2 1 0 1 1 1 1 0 
Alm2 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 
Alm3 1 1 0 1 1 1 0 2 1 2 1 1 1 0 0 0 2 1 1 1 1 0 2 1 0 1 1 0 1 0 
Alm4 1 2 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 2 0 1 0 1 2 1 1 2 1 1 1 1 0 1 0 
Alm5 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 
Alm6 1 1 1 1 1 1 0 0 1 2 1 1 1 0 1 1 2 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 
Alm80 1 0 0 1 1 1 1 0 1 2 1 1 1 1 1 1 0 1 1 2 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 
                               
                               
 114 115 116 117 118 121 121* 133 136 141 142 143 144 147 148 149 150 151 152 154 158 160 162 163 167 169 170 172 182 183 
Alm1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
Alm2 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 2 
Alm3 0 2 2 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 2 0 1 
Alm4 0 1 1 1 1 1 1 0 0 2 0 1 1 0 1 0 0 0 2 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 
Alm5 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
Alm6 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
Alm80 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 2 
(continuación Anexo 6) 
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 184 185 188 192 194 198 198* 199 203 206 209 211 213 217 220 223 224 226 228 229 237 244 244* 245 250 259 268 269 272 273 
Alm1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
Alm2 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 
Alm3 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 2 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 
Alm4 1 0 1 2 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 
Alm5 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 
Alm6 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 
Alm80 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 
                               
                               
 281 283 284 285 286 288 289 289* 290 293 297 299 310 312 314 330 35 36 41 47 48 52 53 56 63 64 65 67 74 75 
Alm1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 2 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 
Alm2 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 2 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 
Alm3 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2 1 1 2 1 1 2 1 1 1 2 1 
Alm4 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Alm5 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 0 2 
Alm6 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 2 0 1 
Alm80 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 
                               
                               
 76 76* 77 78 79 82 85 86 87 91 92 93 94 102 103 104 106 107 108 120 121 130 131 143 150 151 152 155 160 161 
Alm1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
Alm2 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 
Alm3 2 1 1 2 2 2 2 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2 2 2 2 2 2 1 1 2 1 
Alm4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Alm5 1 2 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
Alm6 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 
Alm80 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
(continuación Anexo 6) 
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 165 166 167 168 169 173 174 177 186 194 196 197 198 206 207 208 209 210 211 218 219 231 232 233 244 245 248 261 268 269 
Alm1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 2 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 
Alm2 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 2 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 
Alm3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2 1 1 2 2 1 2 1 2 2 
Alm4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
Alm5 2 1 1 1 1 1 1 1 2 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 
Alm6 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 2 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 
Alm80 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 2 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 
                               
                               
 270 271 273 277 303 306 312 317 318 339 341 342 348 360 367 397               
Alm1 0 1 1 1 0 2 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1               
Alm2 0 0 0 2 0 2 1 0 0 1 0 1 2 1 1 1               
Alm3 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 2 1 2 2 2 1               
Alm4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2               
Alm5 1 1 0 0 0 2 0 1 1 1 1 1 2 0 0 0               
Alm6 0 0 0 2 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0               
Alm80 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1               
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Anexo 3 Número de marcadores AFLP totales, polimórficos (FP) y su porcentaje con respecto al total, obtenidos 
por pareja de cebadores, entre siete árboles (Alm1, Alm2, Alm3, Alm4, Alm5, Alm6 y Alm80), comparando dos 
a dos los perfiles tipo de cada genotipo. 
Genotipos Cebadores Total FP %FP 
CAC/ACA 78 22 28,2 
CAC/AAG 85 26 30,6 
CAC/ACC 58 19 32,8 Alm1-Alm2 
Total 221 67 30,3 
CAC/ACA 77 17 22,1 
CAC/AAG 83 29 34,9 
CAC/ACC - - - Alm1-Alm3 
Total 160 46 28,8 
CAC/ACA 75 23 30,7 
CAC/AAG 83 25 30,1 
CAC/ACC - - - Alm1-Alm4 
Total 158 48 30,4 
CAC/ACA 89 32 36,0 
CAC/AAG 89 26 29,2 
CAC/ACC 72 35 48,6 Alm1-Alm5 
Total 250 93 37,2 
CAC/ACA 74 16 21,6 
CAC/AAG 90 30 33,3 
CAC/ACC 56 14 25,0 Alm1-Alm6 
Total 220 60 27,3 
CAC/ACA 73 15 20,5 
CAC/AAG 90 30 33,3 
CAC/ACC 59 13 22,0 Alm1-Alm80 
Total 222 58 26,1 
CAC/ACA 81 19 23,5 
CAC/AAG 77 26 33,8 
CAC/ACC - - - Alm2-Alm3 
Total 158 45 28,5 
CAC/ACA 79 20 25,3 
CAC/AAG 78 24 30,8 
CAC/ACC - - - Alm2-Alm4 
Total 157 44 28,0 
CAC/ACA 92 31 33,7 
CAC/AAG 91 38 41,8 
CAC/ACC 68 32 47,1 Alm2-Alm5 
Total 251 101 40,2 
CAC/ACA 78 18 23,1 
CAC/AAG 86 32 37,2 
CAC/ACC 53 14 26,4 Alm2-Alm6 
Total 217 64 29,5 
CAC/ACA 80 20 25,0 
CAC/AAG 88 32 36,4 
CAC/ACC 58 20 34,5 Alm2-Alm80 
Total 226 72 31,9 
CAC/ACA 80 24 30,0 
CAC/AAG 71 15 21,1 
CAC/ACC - - - Alm3-Alm4 
Total 151 39 25,8 
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Genotipos Cebadores Total FP %FP 
CAC/ACA 93 31 33,3 
CAC/AAG 81 29 35,8 
CAC/ACC - - - Alm3-Alm5 
Total 174 60 34,5 
CAC/ACA 76 12 15,8 
CAC/AAG 82 28 34,1 
CAC/ACC - - - Alm3-Alm6 
Total 158 40 25,3 
CAC/ACA 82 23 28,0 
CAC/AAG 84 31 36,9 
CAC/ACC - - - Alm3-Alm80 
Total 166 54 32,5 
CAC/ACA 92 37 40,2 
CAC/AAG 84 22 26,2 
CAC/ACC - - - Alm4-Alm5 
Total 176 59 33,5 
CAC/ACA 78 23 29,5 
CAC/AAG 80 22 27,5 
CAC/ACC - - - Alm4-Alm6 
Total 158 45 28,5 
CAC/ACA 76 21 27,6 
CAC/AAG 85 28 32,9 
CAC/ACC - - - Alm4-Alm80 
Total 161 49 30,4 
CAC/ACA 91 33 36,3 
CAC/AAG 91 32 34,4 
CAC/ACC 68 32 47,1 Alm5-Alm6 
Total 250 97 38,8 
CAC/ACA 93 35 37,6 
CAC/AAG 96 40 41,7 
CAC/ACC 73 37 50,7 Alm5-Alm80 
Total 262 112 42,7 
CAC/ACA 80 24 30,0 
CAC/AAG 90 30 33,3 
CAC/ACC 57 15 26,3 Alm6-Alm80 
Total 227 69 30,4 
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Anexo 4 Número de fragmentos AFLP totales, polimórficos (FP) y su porcentaje con respecto al total, obtenidos 
en cada genotipo, en función del grado de desarrollo de las hojas [P (0,5-1,5 cm), M (1,5-2 cm) y G (>2 cm)], 
por cada par de cebadores. 
 
Genotipo Tamaño Cebadores Total FP %FP 
CAC/ACA 64 1 1,6 
CAC/AAG 73 1 1,4 G-M 
CAC/ACC 53 2 3,8 
 Total 190 4 2,1 
CAC/ACA 64 1 1,6 
CAC/AAG 74 1 1,4 G-P 
CAC/ACC 51 0 0,0 
 Total 189 2 1,1 
CAC/ACA 64 0 0,0 
CAC/AAG 74 0 0,0 M-P 
CAC/ACC 51 0 0,0 
Alm1 
 Total 189 0 0,0 
CAC/ACA 71 0 0,0 
CAC/AAG 66 0 0,0 G-M 
CAC/ACC 44 0 0,0 
 Total 181 0 0,0 
CAC/ACA 70 1 1,4 
CAC/AAG 66 0 0,0 G-P 
CAC/ACC 44 0 0,0 
 Total 180 1 0,6 
CAC/ACA 70 1 1,4 
CAC/AAG 67 0 0,0 M-P 
CAC/ACC 44 0 0,0 
Alm2 
 Total 181 1 0,6 
CAC/ACA 70 0 0 
CAC/AAG 57 0 0 G-M 
CAC/ACC - - - 
 Total 127 0 0 
CAC/ACA 71 0 0 
CAC/AAG 57 0 0 G-P 
CAC/ACC - - - 
 Total 128 0 0 
FAM 70 0 0 
JOE 57 0 0 M-P 
NED - - - 
Alm3 
 Total 127 0 0 
CAC/ACA 61 0 0 
CAC/AAG 63 1 1,6 G-M 
CAC/ACC - - - 
 Total 124 1 0,8 
CAC/ACA 62 1 1,6 
CAC/AAG 64 1 1,6 G-P 
CAC/ACC - - - 
 Total 126 2 1,6 
CAC/ACA 63 1 1,6 
CAC/AAG 62 0 0 M-P 
CAC/ACC - - - 
Alm4 
 Total 125 1 0,8 
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Genotipo Tamaño Cebadores Total FP %FP 
CAC/ACA 82 0 0,0 
CAC/AAG 72 0 0,0 G-M 
CAC/ACC 61 0 0,0 
 Total 215 0 0,0 
CAC/ACA 82 0 0,0 
CAC/AAG 71 0 0,0 G-P 
CAC/ACC 61 0 0,0 
 Total 214 0 0,0 
CAC/ACA 82 0 0,0 
CAC/AAG 73 1 1,4 M-P 
CAC/ACC 61 0 0,0 
Alm5 
 Total 216 1 0,5 
CAC/ACA 67 0 0,0 
CAC/AAG 72 0 0,0 M-P 
CAC/ACC 45 0 0,0 Alm6 
 Total 184 0 0,0 
CAC/ACA 66 1 1,5 
CAC/AAG 73 0 0,0 G-M 
CAC/ACC 53 1 1,9 
 Total 192 2 1,0 
CAC/ACA 67 2 3,0 
CAC/AAG 73 1 1,4 G-P 
CAC/ACC 53 1 1,9 
 Total 193 4 2,1 
CAC/ACA 66 0 0,0 
CAC/AAG 72 0 0,0 M-P 
CAC/ACC 55 0 0,0 
Alm80 
 Total 193 0 0,0 
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Anexo 5 Número de fragmentos AFLP totales, polimórficos (FP) y su porcentaje con respecto al total, obtenidos 
en cada genotipo, en función de su posición en el árbol (a-g), por cada par de cebadores. 
Genotipo Posición Cebadores Total FP %FP 
CAC/ACA 64 1 1,6 
CAC/AAG 73 1 1,4 
CAC/ACC 51 0 0,0 e-f 
Total 188 2 1,1 
CAC/ACA 64 0 0,0 
CAC/AAG 73 0 0,0 
CAC/ACC 51 0 0,0 e-g 
Total 188 0 0,0 
CAC/ACA 64 1 1,6 
CAC/AAG 74 0 0,0 
CAC/ACC 51 0 0,0 
Alm1 
f-g 
Total 189 1 0,5 
CAC/ACA - - - 
CAC/AAG 62 0 0,0 
CAC/ACC 41 1 2,4 a-b  
Total 103 1 1,0 
CAC/ACA - - - 
CAC/AAG 64 2 3,1 
CAC/ACC 43 1 2,3 a-f 
Total 107 3 2,8 
CAC/ACA 68 0 0,0 
CAC/AAG 64 1 1,6 
CAC/ACC 43 2 4,7 
Alm2 
b-f 
Total 175 3 1,7 
CAC/ACA 73 2 2,7 
CAC/AAG 57 2 3,5 
CAC/ACC - - - c-f 
Total 130 4 3,1 
CAC/ACA 71 0 0 
CAC/AAG 58 3 5,2 
CAC/ACC - - - c-g 
Total 129 3 2,3 
CAC/ACA 71 0 0 
CAC/AAG 58 0 0 
CAC/ACC - - - 
Alm3 
f-g 
Total 129 0 0 
CAC/ACA 62 1 1,6 
CAC/AAG 64 1 1,6 
CAC/ACC - - - e-f 
Total 126 2 1,6 
CAC/ACA 64 2 3,1 
CAC/AAG 62 0 0 
CAC/ACC - - - e-g 
Total 126 2 1,6 
CAC/ACA 62 1 1,6 
CAC/AAG 62 1 1,6 
CAC/ACC - - - 
Alm4 
f-g 
Total 124 2 1,6 
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Genotipo Posición Cebadores Total FP %FP 
CAC/ACA 82 0 0,0 
CAC/AAG 72 0 0,0 
CAC/ACC 61 0 0,0 a-b 
Total 215 0 0,0 
CAC/ACA 82 0 0,0 
CAC/AAG 72 0 0,0 
CAC/ACC 60 0 0,0 a-c 
Total 214 0 0,0 
CAC/ACA 82 0 0,0 
CAC/AAG 72 0 0,0 
CAC/ACC 60 0 0,0 
Alm5 
b-c 
Total 214 0 0,0 
CAC/ACA 67 1 1,5 
CAC/AAG 72 0 0,0 
CAC/ACC 45 2 4,4 e-f 
Total 184 3 1,6 
CAC/ACA 67 1 1,5 
CAC/AAG 72 0 0,0 
CAC/ACC 44 1 2,3 e-g 
Total 183 2 1,1 
CAC/ACA 66 0 0,0 
CAC/AAG 72 0 0,0 
CAC/ACC 44 1 2,3 
Alm6 
f-g 
Total 182 1 0,5 
CAC/ACA 67 6 9,0 
CAC/AAG 74 3 4,1 
CAC/ACC 55 4 7,3 e-f 
Total 196 13 6,6 
CAC/ACA 62 1 1,6 
CAC/AAG 73 0 0,0 
CAC/ACC 51 0 0,0 e-g 
Total 186 1 0,5 
CAC/ACA 68 7 10,3 
CAC/AAG 74 3 4,1 
CAC/ACC 55 4 7,3 
Alm80 
f-g 
Total 197 14 7,1 
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Anexo 6 Artículos en los que se ha publicado parte de los ensayos descritos en este trabajo: Hernández I., 
Celestino C., Martínez I., Manjón J.L., Díez J., Fernández-Guijarro B., Toribio M. (2001) Cloning mature cork 
oak (Quercus suber L.) trees by somatic embryogenesis. Melhoramento 37:50-57; Hernández I., Celestino C., 
Toribio M. (2003) Vegetative propagation of Quercus suber L. by somatic embryogenesis I. Factors affecting the 
induction in leaves from mature cork oak trees. Plant Cell Reports 21: 759-764; Hernández I., CelestinoC., Alegre 
J., Toribio M. (2003) Vegetative propagation of Quercus suber L. by somatic embryogenesis II. Plant regeneration 
from selected cork oak trees. Plant Cell Reports 21: 765-770. 
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